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RESUME
La recombinaîson homologue a été étudiée dans la cellule de souris à l'aide du
modèle Rml. Rml est une molécule d'ADN circulaire hybride Py/souris, comportant 1,03
copie du génome Py et une insertion (Ins) de 1628 pb d'ADN de souris. De part et
d'autre de Ins, on retrouve une répétition virale directe de 182 pb, appelée répétition S.
Rml, lorsque transfecté dans des cellules de souris, se convertit très efficacement en
ADN Py de longueur unitaire par recombinaison entre les répétitions S (recombinaison
S ou SR).
La transfection de mutants de Rml, ayant une délétion ou une substitution de
certains éléments régulateurs de la transcription précoce, comme la boîte TATA, a mis
en évidence une relation étroite entre la capacité des molécules à se répliquer dans les
3T6 - donc à exprimer les protéines précoces - et leur capacité à recombiner. Nous avons
donc proposé un modèle où la recombinaison SR est dépendante de la transcription
précoce chez Rml. Toutefois, la transfection de mutants de Rml, handicapés au niveau
de la transcription tardive et affectés également au niveau de la recombinaison, nous a
amenés à modifier notre modèle, en ce sens où la recombinaison SR, chez Rml, semble
influencée par les transcriptions virales précoce et tardive.
L'implication d'éléments régulateurs de la transcription a également été mise en
évidence chez des réplicons dérivés de Rml portant non pas une, mais deux régions
intergéniques régulatrices des transcriptions précoce et tardive, la seconde région étant
introduite au niveau de ITns. La transfection de ces molécules a permis de mettre en
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évidence deux types d'événements: la recombinaison SR, ayant lieu entre les deux
répétitions S, et la recombinaison LR, ayant lieu entre les deux régions intergéniques.
En ce qui concerne la SR, la détection de certains produits de recombinaison semble
associée à la présence d'une séquence ayant un effet stimulateur sur la transcription
tardive (fragment BamHI-BclI). De même, pour la LR, l'intégrité du promoteur tardif
semble affecter la nature des produits générés par recombinaison.
Enfin, l'analyse directe des transcrits chez des dérivés de Rml n'a pas permis de
mettre en évidence un lien flagrant entre transcription et recombinaison. En effet, des
mutants précoces de Rml, ayant apparemment une transcription précoce et une
transcription tardive normales, ne recombinent pas ou recombinent très peu par rapport
à la molécule sauvage. Toutefois, la méthode utilisée pour analyser la transcription des
molécules, le RT-PCR, est une technique qualitative qui ne peut vérifier tous les aspects
du processus transcriptionnel.
Le travail présenté ici a éclairci deux points: 1) mise en évidence d'une
dépendance de la recombinaison envers certains éléments régulateurs de la transcription;
2) démonstration de l'absence d'un lien direct entre recombinaison et processivité de la
transcription. De plus, des expériences de co-transfection, visant en premier lieu à
étudier l'implication de la protéine virale précoce grand T (LT) dans la recombinaison,
ont permis de mettre en évidence un phénomène de recombinaison intermoléculaire




La recombinaison génétique est un processus moléculaire qui génère de nouveaux
arrangements chez le matériel génétique. Le fait que ce processus soit présent chez tous
les êtres vivants, des procaryotes aux eucaryotes les plus complexes, est un indice de son
importance biologique. La réparation de l'ADN endommagé, la formation du complexe
synaptonemal des chromosomes lors de la méiose chez les eucaryotes, l'activation
d'oncogènes et la perte de gènes suppresseurs de tumeurs sont tous des événements
impliquant un mécanisme de recombinaison génétique. Comprendre ce processus
moléculaire revêt donc une importance particulière.
n est admis depuis déjà un certain temps que la recombinaison génétique englobe
quatre types de réarrangements: la recombinaison homologue, la recombinaison site-
spécifique, la recombinaison illégitime et la transposition. La recombinaison homologue
fait référence à un réarrangement impliquant deux séquences d'ADN identiques ou
presque (20 pb semblent suffisantes chez E. coli; Watt et al., 1985). L'efficacité de la
recombinaison est en général proportionnelle à l'importance de l'homologie. De plus, le
point de "crossing-over" est distribué au hasard. L'événement site-spécifique fait plutôt
intervenir deux ADNs partageant peu ou pas d'homologie. Ce type de recombinaison
implique une ou plusieurs protéines spécialisées non impliquées dans la recombinaison
homologue. Contrairement à cette dernière, elle a lieu à des sites spécifiques. La
recombinaison illégitime fait référence à tous les événements n'appartenant ni à la
2recombinaison homologue, ni à la recombinaison site-spécifique. Les événements
illégitimes représentent la majorité des événements ayant lieu chez la cellule de
mammifère, et est plus fréquente chez cette dernière que chez la cellule procaryote
(Kucherlapati et Smith, 1988). Enfin, la transposition est un processus où des séquences
d'ADN sont déplacées d'un endroit à un autre dans le génome. Les éléments
transposables, les rétrotransposons et les rétrogènes sont trois types d'éléments mobiles
se déplaçant par transposition. Une caractéristique bien établie de la transposition est la
duplication d'une courte séquence de part et d'autre de l'élément mobile, au niveau du
site d'insertion (Singer et Berg, 1991).
Ces modes de recombinaison sont étudiés à l'aide de modèles, autant chez les
procaryotes que chez les eucaryotes (levures, plantes et mammifères). Certains modèles
reposent sur l'étude de la recombinaison intrachromosomique, où les séquences
recombinogènes font partie du matériel génétique de l'hôte, et d'autres reposent sur
l'étude de la recombinaison extrachromosomique, où les séquences recombinogènes font
partie d'un épisome. Chaque système a ses avantages et ses inconvénients. Par exemple,
les études basées sur des substrats intégrés sont en général compliquées, du fait que les
événements de recombinaison, souvent faibles en nombre (un par cellule), sont difficiles
à détecter. Ce problème ne se rencontre pas avec les substrats épisomiques (plusieurs
substrats, donc plusieurs événements par cellule). Avec les substrats intégrés, les
conditions d'étude sont "naturelles". Toutefois, les résultats peuvent être influencés par
les séquences flanquantes, problème complètement évité par l'utilisation d'épisomes
(Kucherlapati et Smith, 1988).
3Dans le laboratoire du Dr Bourgaux, la reœmbinaison homologue est étudiée dans
la cellule de souris à l'aide d'un substrat épisomique nommé Rml.
B) Modèle Rml
Rml est une molécule d'ADN circulaire hybride Py/souris, produite par
recombinaison site-spécifique dans des cellules Cyp transférées de 39°C à 33°C. La
lignée Cyp (Bourgaux et al., 1978) résulte de la transformation d'une culture secondaire
d'embryons de souris à la température restrictive de 39°C par un mutant thermosensible
du virus Py, ttP155 (Eckhart, 1969) ou plus simplement P155. Le mutant P155, isolé à
partir de la souche sauvage P16 (Diamond et Crawford, 1964), code pour une protéine
grand T (LT) ts, mutation résultant d'une transversion G~C au nt 2658 (Gendron et al.,
1988), et délétée de 12 pb, soit des nt 1348 à 1359 (Galup et al., 1984; Gélinas et al.,
1982). Cette délétion affecte aussi la région codant pour l'antigène moyen T (MT). P155
diffère des mutants ts précoces classiques de Py (mutants tsa) dans la mesure où, comme
eux, il est incapable de se répliquer à la température restrictive de 39°C (Eckhart, 1974;
Fried, 1965), mais contrairement à eux, il peut transformer les cellules à cette
température (Eckhart, 1969, 1974). La figure 1 montre l'organisation fonctionnelle du
virus Py (souche A2).
Différents clones Cyp ont été isolés et la cartographie des génomes viraux intégrés
a été effectuée par Chartrand et al. (1981). Lorsque les cellules Cyp sont transférées de
39°C à 33°C, il y a excision et accumulation intracellulaire de génomes viraux
(Bourgaux et al., 1978; Delbecchi et al., 1981; Sylla et al., 1980). Dans un clone
4FIGURE 1: Organisation fonctionnelle du génome Py
La carte circulaire du génome viral (souche A2) est divisée en 100 unités
distribuées dans le sens horaire à partir du site EcoRI (0/100). Le site de restriction
Hpall à 70.5 définit l'origine de réplication de l'ADN viral et marque le début de la
numérotation nucléotidique (0/5292), elle aussi en sens horaire (Griffin et al., 1981). La
portion codante de l'ADN et les protéines correspondantes sont indiquées par des flèches.
Les numéros situés à l'intérieur de ces flèches donnent les coordonnées en nucléotides
des différentes protéines. Les zigzags représentent les parties épissées des ARNm. La
position de certains sites de restriction est indiquée et les fragments HpalI (1 à 8) sont
également montrés. Py code pour 3 protéines précoces, les antigènes petit T (ST), moyen
T (MT) et grand T (LT) - ce dernier étant absolument requis pour la réplication de


























5particulier, le clone C12/al, une telle induction amène la production d'une autre
molécule, appelée Rml, dans un rapport moléculaire RmI:P155 de 20:1 (Sylla et al.,
1980). Comme mentionné dans le premier paragraphe de cette section, Rml est une
molécule hybride produite par recombinaison site-spécifique entre l'ADN viral intégré
et les séquences cellulaires flanquantes (Sylla et al., 1984b), et comportant 1,03 copie
de P155 liée à 1628 pb d'ADN de souris appelé Insertion ou Ins (Sylla et al., 1984a;
Fig.2). Aux extrémités de Ins, nous retrouvons une répétition inversée imparfaite de 7
pb flanquée d'une répétition virale directe de 182 pb s'étendant des nt 3092 à 3273
(répétitions S; Bourgaux et al., 1982). L'Ins, par sa position, interrompt la séquence
codant pour la protéine tardive VPl (nt 4074 à 2926, Fig.l).
Piché et Bourgaux (1987a) ont montré que Rml est une molécule hautement
infectieuse à 33°C dans des cellules normales de souris (3T6), et que cette infectivité
reflète la caf)acité de Rml à générer de l'ADN viral de longueur unitaire (P155) par
recombinaison intramoléculaire entre les répétitions S (Fig.2). La molécule Rml nous
semblait donc être un excellent substrat pour étudier la recombinaison chez la cellule de
mammifère, et ce pour plusieurs raisons. Premièrement, la petite taille du génome Py
(5,3 kb) fait que seulement trois protéines non-structurales, les protéines précoces ST,
MT et LT (Tooze, 1980; voir Fig. 1) sont codées par l'ADN viral. En conséquence, c'est
la machinerie enzymatique cellulaire qui est principalement responsable de la réplication,
de la réparation, de la transcription et probablement de la recombinaison de l'ADN viral.
Deuxièmement, la molécule d'ADN Py est complexée, à l'intérieur de la cellule et à
l'intérieur de la nucléocapside, aux histones cellulaires (Tooze, 1980). Rml se retrouve
6FIGURE 2: Carte physique de Rml et du produit de i^ombinaison P155
Rml est un réplicon hybride de 7,1 kb composé d'ADN de souris (Ins, boîte
quadrillée à numérotation négative) et d'ADN Py (boîte noire). L'ADN Py consiste en
un génome entier de P155, dont une partie est dupliquée (nt 3092 à 3273; répétitions S,
symbolisées par des triangles noirs). Le site unique Sali est utilisé pour clouer Rml dans
le vecteur plasmidique pAT153. Les régions où sont initiées les transcriptions précoce
(E) et tardive (L) sont indiquées par des flèches pointant dans des directions opposées.
Entre ces flèches se trouve l'origine de réplication (Ori). Les sites Kpnl, BgUI et EcoRV
sont des sites auquels nous référons souvent dans cet ouvrage. Lorsqu'il y a
recombinaison entre les répétitions S, Rml est converti en un génome viral de longueur
unitaire, P155. Le produit réciproque, IR (Ins + une répétition S), ne peut être amplifié,





























7donc sous forme de chromatine, comme l'ADN de la cellule hôte. Troisièmement, la
partie virale de Rml, constituée d'un génome entier de Py, est bien caractérisée (l'ADN
de certaines souches Py a été séquencé au complet; Rothwell et Folk, 1988; Tooze,
1980), ce qui fait de Rml un substrat facile à modifier génétiquement. Quatrièmement,
l'ADN Py comporte de nombreux éléments régulateurs que nous retrouvons dans le
génome des cellules de mammifères. Parmi ces éléments, on compte une origine de
réplication, une séquence stimulatrice de la transcription (ou enhancer), deux promoteurs,
des signaux de polyadénylation, de terminaison de transcription et d'épissage.
Finalement, le fait qu'en l'espace de six jours (voir Matériel et Méthodes, et Résultats),
tout événement de recombinaison étant survenu chez Rml soit facilement détectable en
fait un système d'étude pratique pour sa rapidité.
Q Conversion de Rml en P155: recombinaison site-spécifique ou homologue?
Sylla et al. (1980) ont observé que, contrairement à P155, Rml n'est pas
encapsidable (probablement à cause de sa taille trop grande; 7,1 kb). Piché et Bourgaux
(1987a) se sont servis de cette observation pour mettre au point un essai de
recombinaison basé sur la production de plaques virales. La faculté de Rml à produire
des plaques est dépendante de sa capacité à se convertir en une molécule plus petite,
encapsidable et codant pour les protéines virales précoces (ST, MT et LT) et tardives
(VPl, VP2 et VP3). Les résultats ont clairement montré que l'efficacité avec laquelle des
particules virales infectieuses sont produites, suite à la transfection de cellules 3T6 avec
Rml, est supérieure à ce que l'on attend pour une recombinaison impliquant une
duplication de 182 pb (100 à 800 fois supérieure à ce que d'autres chercheurs ont observé
pour des homologies de cette taille; Rubnitz et Subramani, 1984). L'efficacité de
conversion a donc mené les auteurs à proposer un mécanisme de type site-spécifique,
plutôt qu'homologue, pour expliquer la résolution efficace de Rml. Toutefois, des
expériences de délétion dans les répétitions S n'ont pu mettre en évidence un site
privilégié (ou site spécifique) où se ferait l'échange génétique (Frappier et al., 1990).
Nous parlerons donc de recombinaison homologue hautement efficace ou, plus
simplement, de recombinaison entre les répétitions S, ou SR.
Toujours dans le but de déterminer la contribution des répétitions S dans la
recombinaison intramoléculaire, des travaux réalisés par Bourgaux et al. (1990) ont
montré que, chez des réplicons dérivés de Rml et contenant des répétitions S prolongées
par des répétitions virales additionnelles de 1 à 2 kb, la recombinaison se produit de
façon préférentielle en aval des premières répétitions S rencontrées en partant des deux
côtés de l'origine. Les auteurs suggèrent donc que la recombinaison dépend d'un
processus initié à l'origine de réplication et migrant de part et d'autre de cette dernière,
comme la réplication ou la transcription.
D) Recombinaison et transcription
Dans le système d'étude utilisé dans le laboratoire du Dr Bourgaux, la détection
des molécules, qu'il s'agisse des substrats ou des produits de recombinaison, repose sur
leur capacité à se répliquer dans des cellules permissives de souris (voir Matériel et
Méthodes, et Résultats). Nous avons toutefois choisi de commencer notre étude par
9l'analyse de l'influence de la transcription, plutôt que la réplication, puisque la relation
entre transcription et recombinaison semble quelque chose d'établi dans plusieurs
systèmes (voir ci-dessous), même si le mécanisme n'est toujours pas compris.
Comment la transcription peut-elle affecter la recombinaison? La transcription,
comme la réplication, amène des changements topologiques de l'ADN. Ces stress
torsionnels sont éliminés par l'action des ADN topoisomérases (Liu et Wang, 1987).
Nous pouvons donc imaginer que n'importe quelle situation ne permettant pas d'éliminer
ce stress créera des dommages à l'ADN, dommages qui favoriseront les réarrangements
génétiques. Nous pouvons également envisager qu'un changement topologique peut
augmenter l'accessibilité de l'ADN aux enzymes impliqués dans la recombinaison. Toutes
ces altérations (provoquées par la réplication ou la transcription) sont de nature
épigénétique, puisqu'elles sont la conséquence d'un changement topologique et non d'un
changement permanent de la séquence d'ADN.
Chez les procaryotes, les résultats obtenus par différents groupes apportent des
conclusions différentes quant à l'implication de la transcription dans la régulation de la
recombinaison. Certaines études montrent une stimulation de la recombinaison par la
transcription (Ikeda et Matsumoto, 1979), d'autres études montrent l'inverse (Cosloy,
1979; Gottesman et Gottesman, 1975).
La situation est exactement la même chez la levure. L'interconversion du "mating-
type" chez S. cerevisiae est un événement de recombinaison très étudié et de plus en plus
compris. Le chromosome 3 de la levure porte d'une part un gène MAT actif (ou
exprimé) et d'autre part deux copies du "mating-type" non exprimées, HML et HMR,
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détenant rinformation du sexe a et du sexe a, respectivement (Herskowitz et al., 1992).
Le changement de sexe (a vers a, ou a vers a) implique un transfert d'information d'un
locus silencieux au locus MAT. L'événement de recombinaison est déclenché par
l'introduction d'une cassure double brin (d.b.) au niveau du locus MAT par
l'endonucléase HO. Ce qui est assez surprenant ici, c'est que l'endonucléase HO
n'introduit pas de cassure d.b. chez les loci HML et HMR alors qu'ils comportent eux
aussi la séquence de clivage reconnue par HO. Afin d'itendifier le facteur responsable
de cette accessibilité sélective du locus MAT, et pensant que la transcription était peut-
être ce facteur, Haber (1992) a inactivé la transcription du locus MAT en délétant la
boîte TATA. Il n'a observé aucun effet sur la recombinaison.
Toujours chez la levure, Keil et Roeder (1984) ont montré un lien direct entre
transcription et recombinaison. En introduisant le promoteur de l'ARN polymérase I
(HOTl) en amont d'une duplication imparfaite (interrompue par le marqueur de sélection
URA3), ils stimulent la recombinaison d'une façon orientation-dépendante, selon que le
promoteur dirige la transcription vers la duplication (recombinaison) ou en sens inverse
(pas de recombinaison). Un terminateur de transcription, introduit entre le promoteur
HOTl (dirigeant la transcription vers la duplication) et la duplication, bloque la
stimulation (Voelkel-Meiman et Keil, 1987). Donc ici, la transcription stimule
directement la recombinaison contrairement à ce qui a été observé dans le cas du
"mating-type".
Enfin, la situation est à peu près la même chez les mammifères. Chez les
vertébrés en général, deux types de réarrangement sont particulièrement étudiés: la
11
recombinaison V(D)J et le "class-switching".
La recombinaison V(D)J est le processus par lequel les exons codant pour le
domaine variable des immunoglobulines (Ig) et des récepteurs des cellules T (TCR) sont
joints les uns aux autres de façon site-spécinque. Les loci des Ig recombinent dans les
cellules lymphoides B (très peu dans les cellules T) et les loci des TCR recombinent dans
les cellules lymphoides T (très peu dans les cellules B). De plus, au cours de la
différenciation, les loci recombinent selon un ordre qui est toujours le même: dans la
cellule B par exemple, le réarrangement D à J (exons diversité/jonction) des chaînes
lourdes précède le réarrangement V (exon variable) à DJ, qui lui est suivi du
réarrangement V à J des chaînes légères (kappa ou lambda). L'ordre dans lequel
surviennent les réarrangements ainsi que le type cellulaire dans lequel ils surviennent sont
dictés par l'accessibilité d'un locus donné à la recombinase. Alt et al. (1987) proposent
alors que la transcription est cet élément donnant accès à l'ADN, puisqu'ils observent
que le réarrangement d'un segment donné est toujours précédé par son activation
transcriptionnelle. Des données plus récentes ont montré que la délétion d'un promoteur
(arrêt de la transcription) n'affecte pas la recombinaison chez un substrat intégré (Engler
et al., 1991). Hsieh et al. (1992) sont arrivés à la même conclusion en utilisant cette fois
un substrat extrachromosomique (on évite ici l'influence transcriptionnelle des régions
voisines). Un changement du taux de transcription d'un facteur 1000 n'est pas
accompagné d'une modification du taux de recombinaison. Etant donné que ni la
présence de promoteurs, ni le processus de transcription' même ne semblent affecter la
recombinaison, qu'est-ce qui peut provoquer cette accessibilité sélective pour le
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réarrangement de type V(D)J? Des résultats récents semblent indiquer qu'un enhancer
confère une telle accessibilité à des séquences voisines et ainsi stimule la recombinaison
(Capone et al., 1993; Jenuwein et al., 1993).
La recombinaison "class-switching" est responsable du changement isotypique de
la région constante des chaînes lourdes. C'est elle qui permet à un IgM de se transformer
en IgG, IgA ou IgE, par une recombinaison de type homologue (la recombinaison se fait
au hasard dans une région d'homologie de 1 à 2 kb). Contrairement à ce qui a été
observé pour la recombinaison V(D)J, la délétion d'un promoteur en amont d'une région
de "switch" inhibe le réarrangement (Gu et al., 1993). De plus, la substitution d'un
promoteur inductible par un promoteur constitutif amène un réarrangement indépendant
de toute stimulation par une cytoldne ou un agent mitogène, deux substances
normalement requises pour provoquer la recombinaison (Xu et al., 1993).
Toujours chez les mammifères, et plus précisément dans les cellules d'ovaires
d'hamster chinois, Nickoloff et Reynolds (1990) ont montré que la recombinaison
intermoléculaire (et extrachromosomique) entre deux plasmides portant chacun une copie
défectueuse du gène de résistance à la néomycine, est stimulée lorsque la transcription
d'un des deux plasmides est induite par le dexaméthasone (le promoteur MMTV,
inductible par le dexaméthasone, se retrouve en amont du gène de résistance à la
néomycine chez un des deux plasmides). Nickoloff (1992) est arrivé à la même
conclusion en utilisant des substrats intégrés plutôt qu'extrachromosomaux.
La base de l'association transcription/recombinaison, même quand celle-ci
semble clairement établie, est encore incertaine. Trois hypothèses ont été émises pour
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expliquer cette association (Gangloff et al.^ 1994). Premièrement, la transcription peut
faire partie du mécanisme de recombinaison (par exemple, l'ARN polymérase peut être
une composante du complexe de recombinaison). Deuxièmement, la transcription peut
altérer la structure du substrat au niveau de l'ADN ou de la chromatine de façon à
favoriser la recombinaison (accessibilité à des protéines spécialisées). Troisièmement,
transcription et recombinaison sont peut-être deux processus liés de façon temporelle,
mais non mécanique (des conditions ou des facteurs stimulant la transcription
favoriseraient aussi la recombinaison). En ce qui concerne la régulation de la
transcription chez Py (et donc son importance éventuelle dans la recombinaison chez
Rml), la situation est là aussi passablement complexe.
£) Région intergénlque de Fy
1. Organisation physique
Le génome de Py comporte une région intergénique d'environ 400 pb contenant
les éléments régulateurs de la réplication (ori) et de la transcription (promoteurs précoce
et tardif). L'ensemble est représenté à la figure 3.
L'origine minimale est composée de deux éléments: fori-core" (nt 5271 à 42),
lui-même constitué d'une séquence riche en A/T, d'un palindrome central et d'une
répétition inversée (Hendrickson et al., 1987), et un second élément pouvant être le
noyau a de l'enhancer A (nt 5108 à 5130) ou le noyau jS de l'enhancer B (5130 à 5179).
Ces deux éléments sont absolument requis en cis pour la réplication (Muller et al., 1983;
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FIGURE 3: Eléments régulateurs entourant Forigine de Fy
(Hendrickson û/., 1987; DePamphilis, 1988)
Les 640 pb centrées sur l'origine de réplication (pb G) sont montrées ici. L'origine
de réplication est constituée de deux éléments: 1) le "core" ou noyau (boîte pleine),
séquence absolument requise en cis pour la réplication et 2) l'élément auxiliaire (boîte
vide), séquence stimulatrice non essentielle à la réplication. Les sites de fixation de
l'antigène LT sont représentés par des boîtes hachurées (A, B et C) ou vides (1, 2 et 3),
le degré d'affinité des sites pour la protéine étant indiqué entre parenthèses (B, C > A
>1,2, 3). Les sites d'initiation des messages précoces et tardifs sont représentés par
des flèches et la boîte TATA précoce par un carré noir. La région "enhancer" comprend
les sous-domaines A, B, C et D (Veldman et al., 1985), qui correspondent sensiblement
aux éléments alpha (a) et beta (j8) requis pour l'activation de la transcription et de la
réplication (Muller et al., 1983). Pour a et jS, comme pour l'origine, les boîtes pleines
représentent les séquences absolument nécessaires en cis pour la réplication, les boîtes
vides représentant des séquences stimulatrices mais non essentielles.
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voir paragraphe sur l'enhancer).
Dans la région intergénique, se retrouvent également des sites de fixation à LT
ayant divers degrés d'affinité pour le ligand. La séquence consensus du motif de fixation
est la suivante: 5'-(G/T)(A/G)GGC-3'. Le site B (nt 82 à 112, 2 motifs de fixation) et
le site C (nt 121 à 161, 4 motifs) sont deux sites de haute affinité à LT. Le site A (nt 40
à 68, 3 motifs) a une affinité moindre que les deux précédents mais quand même
supérieure aux sites 1 (nt 5292 à 10), 2 (nt 5261 à 5288) et 3 (nt 5215 à 5230). La
différence d'affinité entre les sites peut s'expliquer par le nombre de motifs de fixation,
par leur degré d'homologie à la séquence consensus, ainsi que par l'espacement entre
deux motifs (idéalement entre 9 et 11 pb; Cowie et al., 1984). L"'ori-core", qui
chevauche les sites A,1 et 2, et l'enhancer, qui comprend une partie du site 3, comptent
respectivement quatre et deux motifs LT.
L'enhancer (5028-5268; Tyndall et al., 1981) est une entité requise pour la
réplication et la transcription (Veldman et al., 1985). Il est divisé en deux régions
(Herbomel et al., 1984), l'enhancer A (5022 à 5131) et l'enhancer B (5131 à 5265),
elles-mêmes divisées en sous-régions (Veldman et al., 1985). Les enhancers A et B
comportent un élément "core", a (5108 à 5130) et /3 (5179 à 5214) respectivement, et
un élément auxiliaire, S (5021 à 5108) et t (5130 à 5179) respectivement. L'élément
"core" (ou noyau) est absolument requis en cis pour la réplication alors que l'élément
auxiliaire est facultatif (MuUer et al., 1983). L'enhancer Py comporte différents motifs
retrouvés chez d'autres enhancers, lesquels semblent être des sites fixant des facteurs de
transcription (Veldman et al., 1985). Une délétion des nt 5079 à 5133 (enhancer A) ou
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des nt 5133 à 5232 (enhancer B) diminue légèrement le taux de réplication, alors que la
délétion des nt 5079 à 5232 (enhancer A +B) est léthale. En l'absence de réplication et
de LT, l'activité du promoteur précoce est diminuée de 50% en absence de l'enhancer
A, de 10% en absence de l'enhancer B et de 90% en absence de tout enhancer (Nilsson
et al., 1991). L'activité enhancer du segment A semble due principalement à la liaison
des facteurs de transcription PEAl, PEA2 et PEA3 (Martin et al., 1988; Nilsson et al.,
1991; Yoo et al., 1991).
Le promoteur précoce (Pe) comprend une boîte TATA (nt 120 à 127) ainsi que
les enhancers A et B, dont nous venons de voir la contribution relative dans la
transcription précoce. La boîte TATA ne semble pas nécessaire in vivo à l'activité du
promoteur précoce (Bendigera/., 1980; Cereghinicra/., 1983; Dailey et Basilico, 1985;
Katinka et Yaniv, 1982).
Le promoteur tardif (PI) est un promoteur de type "TATA-less". Il est constitué
d'un promoteur basai, dont la composition varie selon les auteurs (éléments a et j8:
Adami et Carmichael, 1987; éléments a et ô: Bourachot et al., 1989; éléments )8 et ô:
Kern et Basilico, 1986), et d'un élément stimulateur (nt 49(X) à 5022) d'après Bourachot
et al. (1989). Cet élément stimule 12 fois l'activité du promoteur basai dans les 3T6, le
sous-segment 5(X)3-5022 stimulant à lui seul le promoteur de base d'un facteur 4. La
séquence stimulatrice pourrait affecter la stabilité des messages primaires. Enfin, une
particularité du promoteur tardif est qu'il se situe en aval des principaux sites d'initiation
de la transcription (initiation hétérogène centrée principalement autour du nt 5126),
situation assez rare en ce qui concerne les promoteurs reconnus par l'ARN polymérase
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n (Bourachot et al., 1989).
2. Régulation de la transcription
Le cycle lytique du virus Py dans des cellules permissives de souris comprend la
transition d'une phase précoce à une phase tardive caractérisée par l'expression de
différents groupes de gènes. Tôt dans l'infection, il y a accumulation préférentielle des
ARNm précoces suite à l'épissage alternatif d'un unique transcrit primaire. Après
l'enclenchement de la réplication, la balance entre les messages précoces et tardifs est
inversée. En d'autres termes, 12 hres post-infection (donc avant réplication), le rapport
ARNm précoces/ARNm tardifs est de 4; 1. 24 hres post-infection, le rapport est de 1:80.
Un facteur d'environ 300 sépare ces deux rapports (Hyde-DeRuyscher et Carmichael,
1988). L'activation des gènes tardifs chez Py semble être réplication-dépendante
puisque: 1) des mutants de Py codant pour un LT ts ne passent pas en phase tardive à
température restrictive (Farmerie et Folk, 1984); 2) l'AraC (cytosine arabinoside), un
inhibiteur de la réplication, bloque la transition précoce/tardif (ici, les protéines précoces
sont présentes, mais il n'y a toujours pas activation de la transcription tardive; Hyde-
DeRuyscher et Carmichael, 1988; Hyde-DeRuyscher et Carmichael, 1990); 3) les gènes
tardifs ne sont généralement pas exprimés (ou à un taux très faible) chez des cellules de
rats, non permissives, transformées par Py (Kern et al., 1987). Les chercheurs ne
s'entendent toujours pas pour expliquer cette transition. Yoo et al. (1991) proposent qu'il
y a déplétion d'un facteur de transcription clé, possiblement TFIID, suite à
l'accumulation d'ADN viral lors du cycle lytique. Cette déplétion pourrait amener un
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défaut d'assemblage du complexe transcriptionnel TFIID-dépendant au niveau du Pe, et
avoir comme conséquence l'activation du PI, qui ne fonctionnerait bien qu'en l'absence
de TFIID. D'autre part, les travaux de Hyde-DeRuyscher et Carmichael (1988) montrent
clairement que l'expression des gènes tardifs n'est pas, ou est très peu, régulée au niveau
de l'initiation de la transcription, mais qu'elle l'est plutôt au niveau de la maturation des
messages. Tôt dans l'infection, il y a transcription efficace des gènes tardifs suivie d'une
terminaison tout aussi efficace (>90%), mais les transcrits primaires sont épissés de
façon inefficace ce qui empêche leur accumulation. En phase tardive (donc après
réplication), l'efficacité de la terminaison de la transcription serait réduite (<40%),
menant ainsi à la production de transcrits multigénomiques épissés plus efficacement et
permettant l'accumulation rapide d'ARNm tardifs. Cette accumulation serait donc réglée
par la stabilité des messages, laquelle serait reliée à la terminaison de la transcription
et/ou à l'épissage de l'ARN (Hyde-DeRuyscher et Carmichael, 1988). Le titrage d'un
facteur trans se liant à l'ARN et régulant l'élongation du complexe transcriptionnel serait
l'élément responsable de cette transition (Liu et Carmichael, 1993). Toutefois, des
résultats obtenus par Lanoix et al. (1991) montrent qu'il est possible d'obtenir des
messages tardifs stables (et une expression adéquate des gènes tardifs) sans qu'il y ait
épissage de transcrits multigénomiques.
Enfin, les dernières données concernant la régulation de la transcription précoce
réfutent l'hypothèse que la fixation de LT aux sites de liaison bordant l'origine de
réplication (sites A et 1) amène une répression de cette transcription (Hyde-DeRuyscher
et Carmichael, 1988; MunhoUand et al., 1992). On a longtemps cru que tel était le cas
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(Cogen, 1978; Cowie et Kamen, 1984; Dailey et Basilico, 1985). La protéine LT semble
par contre impliquée dans l'activation du promoteur tardif. Cette trans-activation ne
semble pas nécessiter la liaison de LT à TADN, puisqu'un LT mutant incapable de lier
l'ADN active le promoteur tardif (ce mutant active également le promoteur précoce;
Bergqvist et al., 1990).
La démarche expérimentale proposée a consisté à déterminer si la recombinaison
chez Rml était influencée par la transcription virale précoce et/ou tardive et, notamment,




A. CLONAGE MOLECULAIRE DANS E. coli
1. Bactéries et vecteur plasmidique
La souche DH5a de E. coli (commercialisée par GIBCO/BRL sous forme déjà
compétente) est utilisée lors des transformations bactériennes avec le vecteur plasmidique
pAT153, un dérivé de pBR322 où les nt 1646 à 2351 ont été délétés (Twigg et Sherratt,
1980).
2. Enzymes de restriction et électrophorèse
Les endonucléases de restriction sont utilisées dans les conditions recommandées
par le fournisseur (Pharmacia). Après digestion enzymatique, les fragments d'ADN sont
séparés par électrophorèse sur gels d'agarose horizontaux (agarose Seakem 0,8 %) dans
du tampon E (Tris-HCl 40 mM, acétate de sodium 5 mM, EDTA 1 mM, pH 7,9). Les
gels sont colorés dans une solution de bromure d'éthidium (EtBr) à 2 ug/ml et
photographiés sous U.V. (254 nm) à l'aide d'une caméra Polaroid.
3. Purification sur gel préparatif et élution
Pour isoler un fragment d'ADN particulier, on sépare d'abord le mélange de
fragments par électrophorèse sur gel d'agarose, puis l'élution de l'ADN est effectuée à




Les ligations intra- et intermoléculaires sont effectuées avec la T4 DNA ligase
d'Amersham dans les conditions suggérées par le fournisseur. Les concentrations d'ADN
sont d'environ 5 ug/ml pour une ligation intramoléculaire et 20 ug/ml pour une ligation
intermoléculaire. Les températures d'incubation sont de 16°C pour la ligation
d'extrémités cohésives et de 20°C pour des extrémités franches.
5. Déphosphorylation des vecteurs plasmidiques
Avant d'effectuer une ligation intermoléculaire vecteur-insert, le vecteur est
déphosphorylé à l'aide de la phosphatase alcaline de E. coli A19 (Amersham), dans les
conditions suggérées par le fournisseur.
6. Transformation bactérienne et sélection
La souche hautement compétente DH5a est transformée selon la méthode
proposée par King et Blakesley (1986). L'étalement est fait sur milieu LB (Luria-Bertani)
contenant de l'agar 1,4% et de l'ampicilline (50 ug/ml). Le clonage est fait dans le gène
de résistance à la tétracycline, on sélectionne donc les bactéries résistantes à
l'ampicilline.
7. Amplification et purification des plasmides
C'est la méthode proposée par Holmes et Quigley (1981) qui est utilisée pour
extraire rapidement l'ADN plasmidique des colonies bactériennes Amp^
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Pour la fabrication d'un stock plus important, on procède à une amplification de
la souche bactérienne sur 500 ml de milieu de culture et l'ADN est extrait et purifié avec
l'ensemble "Magic™ Maxipreps DNA purification System" de Promega, selon le
protocole fourni par la compagnie.
8. Amplification de l'ADN in vitro par PCR
L'amplification est réalisée selon la méthode proposée par Saiki et al. (1985), à
l'aide de 5 U de la polymérase "Hot Tub" (Amersham), sur 1 ng d'ADN en solution
dans du T.E.N. (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, NaCl 10 mM, pH 8). Des cassures
sont préalablement introduites dans l'ADN par un traitement de 5 min à 100°C.
Les trois étapes d'un cycle d'amplification, d'une minute chacune, sont la
dénaturation, l'hybridation et la polymérisation, qui se font à des températures de 94, 55,
et 72°C respectivement.
Le programme compte 25 cycles dont les premier et dernier diffèrent légèrement
du reste du programme. Le cycle #1 comporte une période de dénaturation de 1,5 min
et le cycle #25 comporte une période d'élongation de 10 min à 72°C, suivie de 15 min
à 25°C.
Les amorces utilisées sont synthétisées selon la méthode de Schulhof et al. (1987)
et à l'aide d'un appareil Gene Assembler Plus (Pharmacia/LKB). La liste des amorces
employées dans la construction des différentes molécules dérivées de Rml est donnée
dans la section "Construction des ADN plasmidiques".
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B. ESSAI DE REPLTCATION- RECOMBINAISON
1. Cellules
Deux lignées cellulaires de souris permissives pour Py sont utilisées pour les
transfections, les lignées Swiss 3T6 et scop-Tl. Les scop-Tl sont des cellules dérivées
des C127 et transformées par un recombinant contenant le fragment Haell-A du génome
de Py sous la dépendance du promoteur précoce de SV40; elles produisent
constitutivement les protéines précoces de Py (Rautmann et al., 1982). Avant
transfection, les cellules sont cultivées dans du milieu DMEM (Dulbecco et Freeman,
1959) contenant 10% de sérum de veau foetal (SVP), à 37°C, en présence de 10% de
CO2.
2. Préparation de PADN plasmldique
Pour tous les plasmides recombinants, le vecteur pAT153 est éliminé de la
construction avant transfection par un traitement enzymatique Sali (site de clonage; voir
Fig. 2). L'enzyme Sali est inactivé à 68°C pendant 20 min, puis le mélange de digestion
est dilué à 1 ml pour effectuer la recircularisation de l'insert. 2 /xg d'ADN sont
transfectés par Pétri de 10 cm de diamètre.
3. Transfection an DEAE-dextran
Les cellules sont transfectées à une confluence d'environ 70% selon la méthode
proposée par Sussman et Milman (1984). Deux modifications sont toutefois apportées à
la technique: 1) Des périodes d'incubation de 1 heure à 5% de CO2 et de 3 heures à 10%
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de CO2 précèdent le choc au DMSO; 2) Le choc est effectué avec du DMSO 10% dans
du DMEM contenant 10% de SVF.
Après transfection, les cellules sont maintenues durant 5 ou 6 jours à 33°C, sauf
indication contraire (voir les légendes des figures), toujours dans du DMEM avec 10%
de SVF et dans une atmosphère riche en CO2 (10%).
4. Extraction de FADN de faible P.M.
L'ADN de faible P.M. est extrait des cellules selon la technique décrite par Hirt
(1967). L'extrait est déprotéinisé en effectuant deux extractions au phénol saturé (Tris-
HCl 100 mM, EDTA 10 mM, pH 8) et une extraction au chloroforme-isoamylalcool
(24:1). L'ADN est précipité avec un volume égal d'isopropanol, resuspendu dans de
l'eau stérile puis le matériel équivalant à 1/5 de Pétri est digéré par Dpnl (qui introduit
plusieurs cassures dans l'ADN méthylé par l'activité dami de E. coli, donc non répliqué)
et un autre enzyme de restriction (voir Résultats et les légendes des figures).
5. Bavardage
Après avoir subi une digestion enzymatique et une séparation par électrophorèse
sur gel d'agarose 0,8%, l'ADN de faible P.M. est transféré du gel sur un filtre de nylon
(Hybond-N^, Amersham) à l'aide d'un appareil VacuGene Pharmacia/LKB n°2016 et
sous une pression de 45 cm.HjO.
L'ADN est dépuriné avant transfert durant 20 min avec une solution de HCl 0,25
N, puis dénaturé et transféré durant 60 min avec un mélange NaCl 1,5 M - NaOH 0,5
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N. Après le transfert, le filtre est rincé dans une solution de SSC 5X (NaCl 0,75 M -
citrate de sodium 0,075 M) pendant 1 min avant d'être soumis à la procédure
d'hybridation.
6. Préhybridation, hybridation et lavages
La préhybridation et l'hybridation des filtres de nylon sont faites selon van der
Ploeg et Flavell (1980), en tenant compte des modifications apportées par Chartrand et
al. (1981).
Les filtres sont lavés 2 X 30 min à 68°C avec le mélange SSC 2X - SDS 0,1 %,
puis 2 X 30 min à 68°C avec du SSC 2X. Les filtres sont séchés pendant 15 min sous
une lampe Flood de 300 watts, puis mis à autoradiographier à -80°C avec des films
Hyperfilm™X-MP (Amersham) en présence d'écrans intensifiants (Cronex par Speed,
Dupont). Les autoradiogrammes obtenus sont analysés à l'aide d'un densitomètre Corning
(système 750), et les pics correspondant aux différents ADNs sont découpés et pesés sur
une balance de précision.
7. Marquage de l'ADN in vitro
Nous utilisons la méthode décrite par Feinberg et Vogelstein (1983, 1984), et la
trousse Amersham "Multiprime" (RPN.1601Y). Brièvement, la réaction implique
l'extension d'amorces hexanucléotidiques de séquence aléatoire, appariées à l'ADN
matrice dénaturé, sous l'action du grand fragment de Klenow de l'ADN polymérase I de
E. coll. La sonde est fabriquée selon le protocole d'Amersham, dans un volume de 50
26
/il contenant 50 /iCi de a^^P-dCTP (Amersham, PB. 10205, 3000 Ci/mmole) et 2 U de
l'enzyme de Klenow. Après une incubation d'une heure à 37°C, le mélange réactionnel
est amené à un volume final de 500 /tl avec de l'eau distillée. Pour déterminer l'activité
spécifique de la sonde (cpm//ig), 2 fil de la réaction sont précipités à l'acide
trichloroacétique 5% sur une membrane Whatman GF/A. La membrane est par la suite
rincée à l'éthanol 95%. Le comptage se fait dans du liquide à scintillation Ecolume™
(ICN), à l'aide d'un compteur à scintillation Beckman LS250. La radioactivité spécifique
obtenue est en général supérieure ou égale à 5 X 10® cpm//ig d'ADN.
C. EXTRACTION D'ARN ET PREPARATION POUR LE RT-PCR
L'ARN total est extrait des cellules scop-Tl transfectées, après 2 ou 3 jours
d'incubation à 33°C (voir Résultats), selon la méthode proposée par Chomczynski et
Sacchi (1987). Après la précipitation à l'isopropanol, les étapes de lavage à l'éthanol
75% et de solubilisation avec 0,5% SDS ne sont pas effectuées, le culot d'ARN étant
directement resuspendu dans de l'eau filtrée sur Nalgene 120-0020 (l'ARN d'un Pétri de
10 cm est resuspendu dans 50 /il d'eau).
Avant d'effectuer l'analyse des ARNs par RT-PCR, nous devons d'abord éliminer
toute trace d'ADN contaminant en soumettant les préparations d'ARN à deux traitements
successifs à la DNasel (RNase-ffee, Promega). L'ARN d'un Pétri (50 /il) est traité
pendant une heure à 37°C avec 2,5 U de DNasel dans un volume réactionnel de 100 /il.
Le mélange réactionnel est composé de 40 mM Tris-HCl pH 7,5, 6 mM MgClj, 2 mM
spermidine, 5 mM DIT et 1800 U/ml RNAguard à 1800 U/ml (Pharmacia). Après
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incubation, de l'acétate de sodium et du SDS sont ajoutés à une concentration finale de
0.3.M et 0,2%, respectivement. Le mélange est extrait avec une solution phénol-
chloroforme-isoamylalcool (25:24:1) et 1 n\ de glycogène (25 iig/ul) est ajouté à la phase
aqueuse. L'ARN est précipité avec 2 volumes d'éthanol 100 % et le culot resuspendu
dans 50 fû d'eau. Ce 50 /il subit un deuxième traitement à la DNase et le culot final est
resuspendu dans 20 /tl d'eau. 2 /il d'ARN (1/10 de boîte) sont utilisés par réaction RT-
PCR.
D. RT-PCR
1. Transcription inverse de i'ARN
La réaction de RT est effectuée dans un volume final de 50 /tl (y compris les 2
/il d'ARN traité à la DNase). Le mélange réactionnel est constitué de Tris-HCl 10 mM
pH 7,5, MgClj 1,5 mM , KCl 50 mM, BSA RNase-free (Pharmacia) à 29 /tg/ml,
RNAguard à 1800 U/ml, DTT 4 mM, dNTP 0,24 mM (Pharmacia) et 0,1 /tg d'amorce
spécifique de I'ARN (voir Résultats). Avant d'ajouter l'enzyme, soit 0,3 /tl de
transcriptase inverse d'AMV (Promega, 5 U//il), le mélange est incubé 3 min à 50°C et
1 min à 30°C. La réaction de polymérisation est effectuée à 37°C pendant 1 heure.
2. PCR
0,1 /ig de chaque amorce (l'amorce RT et l'amorce PCR, voir Résultats) et 0,5
/il de polymérase AmpliTaq (Roche, 5 U//il) sont ajoutés au mélange de transcription
inverse avant l'amplification. Le programme PCR utilisé, appelé "Touchdown" (Don et
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al., 1991), se déroule comme suit: dénaturation de 90 sec à 94°C pour toute la durée du
programme; renaturation pendant 2 min à une température de 72°C (cycle #1),
température diminuant progressivement pour se stabiliser à 50°C (cycle #12) pour le
reste du programme; polymérisation de 3 min à 72°C pour toute la durée du programme.
Le cycle #12 est répété 44 fois et le programme se termine par une incubation de 15 min
à 72°C. L'ADN amplifié est analysé par électrophorèse sur gel d'agarose 1,5%, transféré
sur nylon et hybridé avec une sonde Rml radioactive. Les échantillons analysés ont été
prélevés 4 heures après le début du programme PCR, ce dernier ayant une durée totale
de 6 heures 30 min.
3. Liste des amorces utilisées lors des réactions RT-PCR
Les séquences homologues au substrat (Py ou Ins, voir Résultats) sont indiquées
en caractères gras, avec les coordonnées en nt entre parenthèses.
a) contrôle interne
PBEcoRI (1556 à 1572): 5'-CGCCCGAATTCAAATGCC-3'
DJ9 (2317 à 2298): 5'-CGTACTCGAGATAAGCGCGGCTGCTAGGCC-3'
b) jonction précoce
DJ3 (3001 à 3020): 5'-CCAAGCTTCAGTCCCATCATACACTC-3'
PBll (-1418 à -1440): 5'-CCCAAACTGGATCAAACCAGAAC-3'
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c) jonction tardive
PBIO (-264 à -245): 5'-ACCCTGACTAAGACAGGATC-3'
DJ8 (3291 à 3270): 5'-GTGTCTCGAGTGCTCCTAGATGAAAATGGAG-3'
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CONSTRUCTION DES ADN PLASMIDIQUES
A. Mutants précoces de Rml
Les molécules APe, ABT, ATC, ABTC et ST dérivent toutes de Bl-20, ou pRmI
(Rml cloné au site SaU dans le vecteur plasmidique pAT153; Fiché et Bourgaux, 1987a).
Chaque fiagment portant la mutation a été généré par l'union de deux segments d'ADN
synthétisés par PCR (Saiki et al., 1985) en utilisant comme matrice de l'ADN Py de
souche A3 (Fried et al., 1975; Rothwell et Folk, 1983) et quatre amorces, deux non
spécifiques et deux spécifiques (cette section, paragraphe E). Les amorces non
spécifiques, Kpl et Kp2, chevauchent les sites Kpnl aux nt 4693 et 2176 (Fig.4). Les
deux amorces spécifiques, x et y, bordent la région à déléter et varient donc selon le
mutant: APe, x=Bgl et y=Bg2; ABT, x=Mul et y=Mu2; ATC, x=Mu3 et y=Mu4;
ABTC, x=Mul et y=Mu4; ET, x=Mu5 et y=Mu6. Les amorces x et y portent à leur
extrémité 5' un site de restriction, soit BgUI (chez APe) soit MluI (chez ABT, ATC,
ABTC et ET). Dans des réactions PCR indépendantes, la paire d'amorces Kpl-x est
utilisée pour générer le fragment I et la paire d'amorces Kp2-y utilisée pour générer le
fragment II (Fig.4). Les fragments I et n purifiés sont ensuite digérés par BglII (ou
MluI), mis en présence l'un de l'autre dans une réaction de ligation et le tout est
finalement digéré par Kpnl. Le mélange de digestion est déposé sur gel et le produit
correspondant à l'union d'un fragment I avec un fiagment II est élué à l'aide d'une
membrane DEAE NA45 (Matériel et Méthodes). Ce produit, qui correspond au fragment
Kpnl-A de A3 ayant perdu respectivement 227 pb (APe), 46 pb (ABT), 42 pb (ATC) et
31
FIGURE 4: Introduction de mutations précoces dans Rnil
L'exemple donné dans la figure porte sur le mutant APe. Dans des réactions de
PCR indépendantes sont synthétisés, à partir de l'ADN de souche sauvage A3, des
fragments de 686 pb (amorces Bgl-Kpl) et 1892 pb (Bg2-Kp2), correspondant
respectivement aux fragments I et II. Chaque fragment possède à l'une de ses extrémités
un site naturel Kpnl (nt 2176 pour II et 4693 pour I) et, à l'autre extrémité, un site BglII
introduit artificiellement dans les amorces Bgl et Bg2. Bgl et Bg2 définissent les limites
de la délétion APe (nt 80-306, soit 227 pb; Liste des amorces utilisées, paragraphe E).
Les fragments sont purifiés sur gel préparatif, digérés par BglII puis mis en
présence l'un de l'autre dans des conditions favorisant la ligation intermoléculaire
(Matériels et Méthodes). Après ligation, l'ADN est digéré par Kpnl et le fragment de
2548 pb, correspondant au fragment Kpnl-A viral ayant perdu 227 pb dans la région
promotrice précoce (Pe), est purifié sur gel et introduit au site Kpnl d'une molécule Bl-










80 pb (ABTC), ou bien ayant une substitution des pb 120 à 127 (ST), est introduit à la
place du fragment homologue non muté chez pRmI. Après transformation bactérienne et
extraction de l'ADN plasmidique, les recombinants d'intérêt sont sélectionnés par
digestion enzymatique (Bgin ou Mlul+Smal, selon le cas). Pour tous les mutants, seule
l'orientation "normale" du fragment Kpnl-A muté (celle du fragment original dans Rml)
a été retenue et analysée.
B. Mutants tardifs de Rml
La molécule pRmIAE a été générée en remplaçant le fragment Kpnl-A de pRmI
par le fragment correspondant de la molécule pPvu2035, un mutant de Py de la souche
A2 ayant une délétion des nt 5028 à 5268 (un site Xhol se trouve au niveau du site de
délétion; Tyndall et al., 1981). Des fragments correspondant à l'enhancer de Py, de
souche A3 ou P155 selon la matrice utilisée, ont été fabriqués par PCR en utilisant les
amorces Enl et En2 (paragraphe E). Les fragments obtenus ont été digérés par Xhol (un
site Xhol se trouve en 5' des amorces utilisées) et introduits séparément au niveau du site
unique Xhol de pRmIAE, dans la bonne (+) ou la mauvaise (-) orientation, pour donner
les mutants PI (A3 ou P155).
C. Molécules O(5022)/pRmI et 0(4633)/pRmI
1) Construction de O(5022)/pRml
Le plasmide pPB21 (Gélinas et al., 1981), qui consiste en un génome de Py de
souche A3 inséré au site BamHI de pBR322, a d'abord été digéré par Sau3A et Taql, et
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le fragment viral Sau3A s'étendant des nt 5022 à 1192 a été isolé d'un gel par élution.
Le fragment purifié (1462 pb) a été introduit, dans une orientation ou l'autre, au niveau
du site unique Bgin de pRmI (Fig.2), pour donner ainsi deux dérivés de ce dernier:
0(5022, +)/pRmI et O(5022,-)/pRmI. Le signe (+) signifie que le fragment introduit est
en orientation directe avec le fragment correspondant chez Rml, le signe (-) indique
l'orientation inverse.
2) Construction de 0(4633)/pRmI
Le plasmide pPB21 a ici été soumis à une digestion complète par BamHI et une
digestion partielle par Sau3A. Le fragment de 1851 pb, s'étendant des nt 4633 (site
BamHI) à 1192 (site Sau3A), a été isolé et introduit au niveau du site unique BgUI de
pRmI. Encore une fois, deux dérivés ont été obtenus selon l'orientation de l'insert:
0(4633,+)/pRmI et 0(4633,-)/pRmL
D. Dérivés de 0(4633,+)/pRmI: A02 et DM
1) Construction de A02
A02 a été fabriqué selon la procédure utilisée pour construire les mutants
précoces de Rml (paragraphe A et Fig.4). Ici, les amorces ERLl et ERRl ont pris la
place des amorces Kpl et Kp2, respectivement, et les amorces CNIO et CN9 ont
remplacé les amorces x et y, respectivement. Après traitement Clal (un site dans CN9
et CNIO) et ligation, le fragment résultant (nt 4633 à 1192) a été traité par BamHI (un
site dans ERLl et ERRl) et introduit dans l'orientation directe au site BglII de pRmI. Le
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fragment introduit porte une mutation au niveau de l'origine de réplication: sur les 9 nt
entre 5278 et 5286, 6 ont été substitués par un site Clal et les trois autres ont été délétés.
La construction obtenue a été appelée A02(4633,+)/pRmI ou, plus simplement, A02.
2) Construction de DM
Le mutant DM a été fabriqué en introduisant, au niveau du site Bgin de ITT, un
fragment allant des nt 4633 à 1192 et synthétisé par PCR à partir du mutant A3" (ou PI"),
à l'aide des amorces ERLl et ERRl.
E. Liste des amorces employées
Les séquences homologues à Py sont en caractères gras, et leurs coordonnées (en
nt) sont entre parenthèses. Pour les mutants précoces, les coordonnées de la délétion (A)

































TABLEAU RECAPITULATIF DES MOLECULES D'ADN UTILISEES
A2: Souche Py de type sauvage dont l'ADN (5292 pb) a été entièrement séquencé
(Soeda et al., 1979). C'est cet ADN qui est représenté à la figure 1.
A3: Autre souche Py de type sauvage dont l'ADN (5295 pb) a également été
séquencé (Rothwell et Folk, 1983). Il n'y a pas de différences notables avec
l'ADN de type A2.
P16 et P155: Une souche Py de type sauvage (P16) et le mutant dérivé (/5P155 ou
P155) dont la séquence complète n'est pas connue, mais qui sont apparentés à
la souche CSP dont l'ADN (5351 pb) a été séquencé (Rothwell et Folk, 1983).
L'ADN de CSP possède notamment, par rapport à A2 et A3, une duplication
du noyau a de l'enhancer (pb 5096-5139), duplication retrouvée chez P155 (pb
5101-5145; Daniel Gendron, communication personnelle). L'ADN de P155
possède de plus une délétion dans la région codant pour LT et MT (pb 1348-
1359; Gélinas et al., 1982) et une mutation (pb 2658) rendant LT ts (Gendron
et al., 1988).
Rml: Molécule de base de laquelle sont dérivés tous les mutants (Fig.2)
APe: Molécule dérivée de Rml ayant une délétion de 227 pb (80-303) et dont le
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firagment Kpnl-A (4693-2176) a été synthétisé par PCR à partir d'un ADN de
souche A3. Les sites B et C de fixation à LT, la boîte TATA et la partie 5' de
la séquence codante précoce sont absents.
ABT: Molécule construite comme APe et ayant une délétion de 46 pb (83-128). Le
site B de fixation à LT et la boîte TATA sont délétés.
ATC: Molécule construite comme APe et ayant une délétion de 42 pb (122-163). La
boîte TATA et le site C de fixation à LT sont délétés.
ABTC: Molécule construite comme APe et ayant une délétion de 80 pb (83-163). Les
sites B et C de fixation à LT ainsi que la boîte TATA sont délétés.
LT: Molécule construite comme APe et ayant une substitution des pb 120 à 127
(boîte TATA).
LTbis: Molécule identique à ET mais où le fragment Mlul-Smal (couvrant la région
codante précoce) a été remplacé par le fragment correspondant de ABT.
AS"^ et A3' (ou PI'): Molécules dérivées de Rml ayant un fragment Kpnl-A de
souche A2 contenant un fragment enhancer (pb 5026-5271) d'origine A3. Les
signes + (orientation normale) et - (orientation inverse) font référence à
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rorientation du complexe enhancer/promoteur.
PISS"^ et P155": Identiques aux molécules précédentes mais avec un fragment
enhancer d'origine P155.
O(5022)/Riiil: Molécule dérivée de Rml possédant un fragment d'origine A3 (pb
5022 à 1192) au niveau du site BglII de l'Ins.
0(4633)/RmI: Molécule dérivée de Rml possédant un fragment d'origine A3 (pb
4633 à 1192) au niveau du site BglII de l'Ins.
A02: Molécule dérivée de 0(4633)/RmI dont on a inactivé l'origine de réplication
présente dans l'Ins (02).
DM: Molécule dérivée de ET et possédant, au niveau du site BglII de Tins, un
fragment 4633-1192 d'origine A3".
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RESULTATS
A. Mutants précoces de Rml: transfection des cellules 3T6 et scop-T\
Comme précédemment montré par Piché et Bourgaux (1987a), la transfection des
cellules permissives de souris 3T6 et scop-Tl avec Rml amène la production efficace de
génomes viraux de longueur unitaire (P155) par recombinaison intramoléculaire entre les
répétitions de 182 pb (répétitions S). Rml (7,1 kb), tout comme P155 (5,3 kb), possède
une origine de réplication bidirectionnelle et deux promoteurs (Pe, précoce et PI, tardif)
dirigeant la transcription dans des directions opposées (Fig.2). Le Pe est une entité
distincte et fonctionnelle alors que le PI chevauche l'enhancer qui, dans le cas particulier
de Py, est requis pour la transcription et la réplication (Veldman et al., 1985).
Des résultats obtenus dans notre laboratoire ont montré que la recombinaison chez
Rml est influencée par un processus amorcé à l'origine de réplication et migrant de part
et d'autre de celle-ci, comme la réplication ou la transcription (Bourgaux et al., 1990).
A la suite de ces résultats, nous avons décidé d'étudier l'influence de la transcription sur
la recombinaison (voir Introduction). Il est clair par ailleurs que l'étude du Pe est chose
plus simple que celle du PI, puisqu'en modifiant ce dernier nous risquons d'affecter la
réplication. Nous avons donc débuté notre étude par la construction de mutants de Rml
ciblant le Pe. Toutefois, en modifiant celui-ci, nous risquions d'affecter la transcription
précoce et par le fait même la production des protéines précoces (LT est absolument
requis pour l'initiation de la réplication de Py; Francke et Eckhart, 1973). C'est pourquoi
deux types cellulaires ont été utilisés pour étudier la recombinaison chez Rml et ses
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mutants: les 3T6, des cellules de souris normales permettant la réplication de molécules
aptes à coder pour LT, et les scop-Hl, cellules de souris synthétisant de façon
constitutive les protéines précoces de Py (Rautman et al., 1982) et pouvant ainsi assurer
la réplication de toutes les molécules ayant une Ori fonctionnelle.
Comme décrit dans la section Construction des ADN plasmidiques, les mutants
précoces de Rml ont été construits par PCR. Le fragment Kpnl de Rml comportant
l'origine, le Pe et le PI, a été remplacé par le fragment correspondant synthétisé par PCR
et comportant différentes modifications du Pe (Fig.SA). Les molécules APe, ABT, ATC
et ABTC sont des mutants comportant respectivement des délétions du Pe et d'une partie
de la séquence codante précoce (APe), du site B de liaison à LT et de la boîte TATA
(ABT), de la boîte TATA et du site C (ATC), et de ces trois derniers éléments (ABTC).
Le mutant ET est un mutant de substitution, où la séquence 120 à 127 (incluant la boîte
TATA) a été remplacée par une séquence de longueur identique et comportant un site
Mlul. Rml et ses mutants précoces ont été transfectés dans les lignées 3T6 et scop-Tl
pour deux raisons. Premièrement, la protéine virale précoce LT étant absolument requise
pour assurer la réplication des molécules transfectées, seuls les mutants
transcriptionnellement compétents devraient se répliquer dans les 3T6. Deuxièmement,
si la transcription et la recombinaison sont deux processus intimement liés, seuls les
mutants capables de se répliquer dans les 3T6 devraient recombiner.
Cinq jours après transfection, l'ADN de faible P.M. a été extrait par la méthode
de Hirt (1967), digéré par EcoRV (et Dpnl, voir Matériel et Méthodes), soumis à une
électrophorèse sur gel d'agarose 0,8%, transféré sur membrane de nylon et hybridé avec
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FIGURE 5: E^ets des délétions du Pe sur la recombinaison entre les répétitions S
après transfection des cellules 3T6 et scop-ll
A. Carte physique de la région régulatrice précoce de Py
Les délétions des différents mutants (avec leurs coordonnées en nt) sont
positionnées par rapport à l'origine de réplication ("core"), aux sites de liaison A, B, C,
1 et 2 de LT, à la boîte TATA ainsi qu'aux sites d'initiation de la transcription (flèche
branchée). Chez le mutant ET, les nt 120-127 ont été remplacés par huit autres incluant
un site MluI (voir Construction des ADN plasmidiques). Rappelons que la région codante
précoce commence au nt 173 (voir Fig.l).
B. Recombinaison après tran^ection
L'ADN récupéré des cellules 5 jours après transfection avec Rml ou l'un de ses
mutants a été digéré par EcoRV, qui linéarise les substrats et produits (Fig.2), et Dpnl,
puis a été soumis à une électrophorèse sur gel horizontal d'agarose 0,8%, transféré sur
nylon et hybridé avec une sonde virale radioactive s'étendant des nt 4632 à 1192 (en
passant par l'origine). Notons que le Rml utilisé comme contrôle positif est congénère
aux mutants; le fragment Kpnl comportant l'origine de réplication est de souche A3.
Après avoir passé les autoradiogrammes au densitomètre (Corning 750, Matériel
et Méthodes), les rapports P/P+S (produit/produit-Hsubstrat) ont été calculés pour chaque
molécule transfectée et normalisés par rapport au plus haut d'entre eux.
3T6: Rml (100%), ABT (18,2%); scop-Tl'. Rml (100%), APe (1,1%), ABT (8,3%),
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une sonde virale radioactive correspondant à la région intergénique de Py (pb 4632 à
1192).
L'expérience a révélé deux phénotypes distincts. ABT est le seul mutant à se
répliquer et à recombiner dans les 3T6 (Fig.SB). Son taux de conversion est toutefois
inférieur d'un facteur 5 à celui de Rml. Dans les scop-Tl, tous les autres mutants se
répliquent mais ne recombinent pas (Fig.SB).
A la lumière de ces résultats, il semble qu'un seul des mutants, ABT, soit
transcriptionnellement compétent, et que transcription et recombinaison soient liées
puisqu'aucun autre mutant ne recombine dans les scop-H\. Avec ABT, nous affectons la
recombinaison sans affecter la réplication alors qu'avec tous les autres mutants, la
production des protéines précoces est vraisemblablement touchée puisqu'aucun de ces
mutants n'est capable de se répliquer dans les 3T6. Notons que pour APe le résultat était
prévisible puisque ce mutant a une délétion de la région amino-terminale des protéines
précoces (Fig.5A). Le résultat avec ET est toutefois assez étonnant puisqu'une
substitution de 8 pb amène un changement phénotypique marqué. Comment interpréter
ces résultats? A première vue, il y a deux possibilités. Premièrement, les modifications
apportées aux différents éléments du promoteur précoce affectent la transcription, et dans
le cas où il y aurait une dépendance de la recombinaison vis-à-vis de la transcription, les
mutations affectent également la recombinaison. Deuxièmement, en modifiant les
éléments régulateurs de la transcription précoce, nous affectons par le fait même la
production des protéines précoces. Or, dans la littérature, la protéine LT s'est déjà vue
attribuer un rôle de protéine recombinogène (Basilico et al., 1979; Botchan et al., 1980;
Piché et Bourgaux, 1987b; St-Onge et al., 1990), Donc, si dans notre système LT est
requis pour la recombinaison intramoléculaire, il n'est pas surprenant que des mutants
du promoteur précoce ne recombinent pas. Mais comment expliquer alors que ces
mutants ne recombinent pas tous dans les scop-T\ qui fournissent du LT en transi Une
explication possible est que les scop-T\ produisent peut-être suffisamment de LT pour
assurer la réplication des mutants mais non leur recombinaison.
Afin de déterminer laquelle des deux possibilités explique ce qui se passe
réellement, nous avons décidé de tester d'abord la seconde, en remplaçant les
transfections de scop-T\ par des expériences de co-transfection de cellules 3T6, Mais
avant d'effectuer ces co-transfections, nous avons voulu savoir quelle importance avait
la transcription tardive dans la régulation de la recombinaison.
B. Mutants tardifs de Rml: transfection des cellules 3T6 et scop-T\
Comme il en a déjà été fait mention, la délétion du PI ne peut se faire sans
affecter simultanément réplication et transcription, puisque le PI et l'enhancer se
chevauchent (complexe Pl/enhancer), Inverser plutôt que déléter ce complexe était donc
un moyen efficace d'affecter la transcription sans toucher la réplication (les enhancers
fonctionnent dans les deux orientations contrairement aux promoteurs; de Villiers et
Schaffner, 1981), Dans un premier temps, nous avons fabriqué un mutant de Rml ne
possédant pas le complexe Pl/enhancer en remplaçant le fragment Kpnl de pRmI,
comportant les éléments régulateurs de la transcription, par le fragment correspondant
de pPvu2035 (Py A2 cloné ayant une délétion des pb 5028 à 5268; Tyndall et al., 1981),
La molécule résultante a été nommée pRmIAE. Dans un second temps, nous avons
amplifié par PCR la région s'étendant des pb 5026 à 5271 en utilisant comme matrice
l'ADN des souches A3 et P155 (voir Construction des ADN plasmidiques). Finalement,
chacun des deux fragments amplifiés a été inséré au niveau du site de délétion chez
pRmIAE. De cette façon, nous avons produit quatre mutants tardifs de pRmI, deux ayant
un insert correctement orienté (AS"^ et P155"^) et deux autres ayant un insert orienté de
façon inverse (A3" et P155"; Fig.6A). Les quatre mutants ont été transfectés dans les 3T6
et les scop-Tl et analysés comme décrit dans la section précédente (Fig.6B). Dans les
deux lignées, tous les mutants se répliquent quelle que soit l'orientation de l'insert (bande
S), ce qui confirme que les séquences stimulatrices de l'enhancer fonctionnent
indépendamment de leur orientation. Toutefois, les constructions (+) et (-) ne se
comportent pas de la même façon au niveau de la recombinaison: seules les constructions
(+) recombinent efficacement, quel que soit le type cellulaire utilisé (bande P). Ce
résultat suggère que l'intégrité des Pe et PI semble nécessaire pour stimuler la
recombinaison entre les répétitions S. Fait à remarquer, les mutants tardifs ne comportent
aucune délétion; les séquences exerçant une activité en cis sont toutes présentes.
C. Co-transfection des cellules 3T6 avec les mutants précoces et l'ADN sauvage de
Les cellules 3T6 ont été transfectées avec des quantités constantes des mutants
précoces et des quantités croissantes d'ADN sauvage de Py, soit pPB21 (génome A3
cloné au site BamHI du vecteur plasmidique pBR322; Gélinas et al., 1981).
FIGURE 6: Influence de l'orientation du PI sur la recombinaison entre les
répétitions S
A. Carte physique de la région régulatrice tardive de Py
Les fragments d'ADN P155 et A3 (avec leurs coordonnées en nt) introduits au
site Xhol de pRmIAE (Construction des ADN plasmidiques) sont représentés, avec
l'origine minimale de réplication ("core" + éléments a et /3), les sites A, 1, 2 et 3 de
fixation de LT, l'enhancer et les sites d'initiation de la transcription (flèche
branchée).Notons que chez P155, il y a duplication de la séquence s'étendant des nt 5101
à 5145 (D. Gendron, communication personnelle).
B. Recombinaison après transfection
Les ADN récoltés 5 jours après transfection ont été analysés comme décrit dans
la légende de la figure 5B. Les rapports P/P+S obtenus par densitométrie et normalisés
d'après le plus élevé sont les suivants;
3T6: A3+ (100%), A3- (3,3%), P155-' (59,4%), P155- (1,8%)

















1) Co-transfection des 3T6 avec Rml et pPB21
Les cellules 3T6 ont été transfectées avec (par Pétri) 2 /xg de Rml et 0, 1, 2 et
4 /xg de pPB21 (Fig.7). Six jours après transfection, l'ADN de faible P.M. a été extrait,
digéré par Xbal (Xbal introduit deux cassures rapprochées, à 2477 et 2522, chez Py),
puis a été soumis à la même procédure que dans les sections précédentes.
En nous référant à la figure 7, nous pouvons voir que la conversion de Rml en
P155 semble être affectée par la présence du co-transfectant. En l'absence de pPB21
(piste 1), nous avons un rapport P/P+S normalisé de 42,4%. Lorsque nous transfectons
Rml avec 1, 2 ou 4 /xg de pPB21 (pistes 2-4), nous obtenons respectivement des rapports
de 90,2%, 100% et 95,7%. Ce résultat semble indiquer que le co-transfectant apporte
un élément en trans qui favorise la conversion de Rml. Cet élément pourrait être de
nature protéique (ST, MT ou LT), ce qui appuierait l'hypothèse que les scop-Tl ne
synthétisent pas assez de protéines précoces pour assurer la recombinaison des mutants.
2) Co-transfection des 3T6 avec ABT et pPB21
Encore une fois, les cellules 3T6 ont été transfectées avec une quantité constante
de ABT (2 /xg) et des quantités croissantes de pPB21 (0, 1, 2 et 4 /xg). Les ADN ont été
analysés comme dans la co-transfection précédente.
En examinant la figure 8, nous constatons que la co-transfection de ABT avec
pPB21 suit exactement le même profil que celui obtenu avec Rml (Fig.7). Rml et ABT
sont toutefois deux molécules capables de se répliquer dans les 3T6 et de recombiner
dans les scop-Tl (et les 3T6), et c'est peut-être ce qui explique leur comportement
FIGURE 7: Co-transfection des 3T6 avec RmT et pPB21
Les 3T6 ont été transfectées avec, par Pétri de 10 cm, 2 /xg de Rml et G (piste
1), 1 (piste 2), 2 (piste 3) ou 4 /xg (piste 4) de pPB21. Après 6 jours d'incubation à
33 °C, l'ADN de faible P.M. a été extrait des cellules et digéré avec Xbal (qui linéarise
pPB21, Rml et P155), avant électrophorèse, transfert sur nylon et hybridation avec la
sonde radioactive déjà utilisée (nt 4632 à 1192), La position du plasmide pPB21 co-
transfectant (Co, 9,7 kb), de Rml (S, 7,1 kb) et de P155 (P, 5,3 kb) est indiquée par une
flèche. Ici, le co-transfectant est à peine visible, ce qui peut s'expliquer par l'effet
inhibiteur du vecteur pBR322 (Lusky et Botchan, 1981) sur la réplication de la molécule
hybride. Les rapports P/P+S normalisés sont les suivants:
Rml + G /xg pPB21 (42,4%)
Rml + 1 fig pPB21 (90,2%)
Rml + 2 Mg pPB21 (100%)
Rml + 4 ^xg pPB21 (95,7%)
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FIGURE 8: Co-transfection des 3T6 avec ABT et pPB21
Les cellules 3T6 ont été transfectées avec la combinaison ABT (2 /xg/Pétri) et
pPB21 (0, 1, 2 ou 4 /ig par Pétri, pistes 1, 2, 3 et 4 respectivement). Après 6 jours
d'incubation à 33°C, l'ADN de faible P.M. a été extrait des cellules et analysé comme
décrit dans la légende de la figure 7. Co; pPB21 co-transfectant, S: ABT, P: P155ABT.
L: échelle de poids moléculaires.
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similaire lors des expériences de co-transfection. Mais que se produit-il lorsque nous
transfectons les 3T6 avec un mutant précoce de Rml ne codant pas pour les protéines
précoces?
3) Co-transfection des 3T6 avec APe et pPB21
Les cellules 3T6 ont été transfectées avec une quantité constante de APe (2 ^g)
et des quantités croissantes de pPB21 (0, 0,5, 1,5 et 2 /xg). Les ADN ont été analysés
comme précédemment.
En examinant la figure 9, nous observons qu'en l'absence de co-transfectant, APe
est incapable de se répliquer dans les 3T6 (piste 1), ce que nous savions déjà (Fig.5B).
En présence de pPB21 (pistes 2-4), nous notons une bande à 9,7 kb correspondant au co-
transfectant, une forte bande à 6,9 kb correspondant au substrat APe et une bande à 5,1
kb correspondant au produit de recombinaison P155APe. Les protéines précoces fournies
en trans par le génome A3 de pPB21 ont donc permis à APe de se répliquer efficacement
et, en conséquence, de recombiner (faiblement). Contrairement à Rml et ABT, le
pourcentage de conversion n'augmente pas avec la quantité de co-transfectant (les bandes
S et P augmentent en proportion). Par ailleurs, nous notons la présence d'une bande
inattendue à 5,3 kb dans les pistes 2, 3 et 4. Cet ADN comporte de toute évidence des
séquences virales. Comment expliquer la présence d'une telle bande? Peut-elle provenir
d'un événement de recombinaison chez pPB21, événement menant à la production
d'ADN viral (A3) de longueur unitaire (5,3 kb)?
FIGURE 9; Co-transfection des 3T6 avec APe et pPB21
Les cellules 3T6 ont été transfectées avec la combinaison APe (2 fig! Pétri) et
pPB21 (0, 0,5, 1,5 ou 2 /tg par Pétri, pistes 1, 2, 3 et 4 respectivement). Après 6 jours
d'incubation à 33°C, l'ADN de faible P.M. a été extrait des cellules et analysé comme
décrit dans les figures 7 et 8. Co: co-transfectant (9,7 kb). S: APe (6,9 kb), F; P155APe
(5,1 kb). L'étoile (*) indique la position d'un fragment d'environ 5,3 kb, comportant la
région intergénique de Py (puisqu'il se réplique et hybride avec la sonde virale) et
pouvant être linéarisé par Xbal.
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La stratégie utilisée pour déterminer la provenance de cet ADN a été d'employer
d'autres enzymes de restriction, puisque P155 possède quelques sites que A3 n'a pas. En
utilisant l'enzyme Xbal, on s'attend à linéariser P155 et A3. En utilisant Smal, on
s'attend à linéariser P155 seulement. Voyons ce que nous avons obtenu en redigérant des
échantillons préalablement analysés avec Xbal.
4) Rml et ABT: comparaison des traitements Xbal et Smal/Clal
La figure 10 montre qu'en digérant par Xbal des échantillons de Rml et ABT (co-
transfectés chacun avec 2 fig de pPB21), nous linéarisons le co-transfectant (pPB21), le
substrat (Rml ou ABT) et le produit (P155 ou P155ABT, ou A3). En traitant ces mêmes
échantillons par Clal et Smal, pPB21 est linéarisé par Clal (site dans pBR322 au nt 24),
Rml et ABT sont linéarisés par Smal ainsi que P155 et P155ABT, alors que A3 ne l'est
pas. De toute évidence, la différence d'intensité entre la bande de 5,3 kb du traitement
Xbal (pistes 2 et 4) et celle du traitement Smal/Clal (pistes 1 et 3) est due à la présence
d'ADN viral de longueur unitaire ne possédant pas de site Smal, donc possédant des
séquences A3. Notons que la différence d'intensité de la bande S entre les échantillons
traités par Smal et Clal (pistes 1 et 3) et ceux traités par Xbal (pistes 2 et 4), est due à
la présence d'ADN A3 ne possédant ni site Clal ni site Smal, donc sous forme II
(circulaire ouverte) co-migrant avec le substrat.
A la suite d'un tel résultat, nous nous devions de retraiter tous nos échantillons
par Clal et Smal afin de vérifier si la co-transfection d'un ADN fournissant les protéines
précoces en trans et d'un mutant de Rml peut vraiment stimuler la recombinaison chez
FIGURE 10: Co-transfection des 3T6 avec Rml + pPB21 et ABT + pPB21:
comparaison des traitements Xbal et Smal/CIal
Les cellules 3T6 ont été transfectées avec 2 ^g/Pétri de Rml et pPB21 d'une part
(pistes 1 et 2), et 2 ^g/Pétri de ABT et pPB21 d'autre part (pistes 3 et 4). Après 6 jours
d'incubation à 33°C, l'ADN de faible P.M. a été extrait des cellules et digéré avec Clal
et Smal (pistes 1 et 3) ou Xbal (pistes 2 et 4). Après digestion, l'ADN a été soumis à
la procédure habituelle (voir figures précédentes). S: Rml ou ABT, P: P155 ou
P155ABT, ou A3.
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ce dernier.
5) Redigestion des échantillons ABT + pPB21 avec Smal et Clal
La figure 11 montre clairement qu'aucune augmentation du produit de
recombinaison (P155ABT) n'est associée à l'accroissement du co-transfectant, ce qui
suggère que la très grande majorité des molécules de 5,3 kb sont composées, dans le cas
des co-transfections, de séquences A3 et donc qu'elles proviennent de pPB21. Par
ailleurs, l'expérience ayant été faite à 39°C (voir légende de la figure), température non
permissive pour Rml et ses mutants, l'absence de bande S quand il n'y a pas de co-
transfectant (piste 1) et la présence d'une forte bande dans les autres cas (pistes 2-4)
prouvent l'efficacité de la co-transfection en ce qui concerne la complémentation de la
réplication.
Les autres échantillons (Rml -f pPB21 et APe + pPB21) ont aussi été redigérés
par Smal et Clal et des résultats similaires à ceux décrits ci-dessus ont été obtenus.
En conclusion, les expériences de co-transfection des cellules 3T6 et la
transfection des cellules scop-Tl avec les mutants précoces de Rml montrent qu'on ne
peut complémenter pour la recombinaison intramoléculaire les modifications effectuées
dans la région régulatrice. Par contre, l'expérience faite à 39°C (Fig.ll) démontre que
les protéines précoces fournies en trans par pPB21 suffisent amplement à complémenter
l'ADN substrat co-transfecté en ce qui concerne la réplication.
Toutefois, les expériences de co-transfection ont permis de mettre en évidence un
phénomène assez intéressant: la production de génomes viraux à partir de pPB21.
FIGURE 11; Co-transfection des 3T6 avec ABT et pPB21
Les cellules 3T6 ont été transfectées avec ABT (2 /tg/Pétri) et pPB21 (0, 0,5, 1,5
et 2 fig par Pétri, pistes 1, 2, 3 et 4 respectivement). Après 3 jours d'incubation à 39°C,
l'ADN de faible P.M. a été extrait des cellules et digéré avec la combinaison
enzymatique Smal (qui linéarise ABT et P155ABT) et Clal (qui linéarise pPB21), puis
analysé comme précédemment. S: ABT, P: P155ABT.
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D. Co-transfection des 3T6: production de génomes viraux de longueur unitaire
Pour comprendre un peu mieux le phénomène observé lors des co-transfections,
nous avons d'abord voulu savoir s'il se produisait avec d'autres molécules que celles déjà
utilisées.
Pour ce faire, nous avons utilisé l'ADN de trois souches de Py, soit les molécules
B16-4 (P16 cloné au site BamHI de pBR322), R/5P155 (révertant de P155 cloné au site
Sali de pAT153; Gendron et al., 1988) et pPB21 (A3 cloné au site BamHI de pBR322).
P16 est une souche Py de type sauvage (Diamond et Crawford, 1964) de laquelle le
mutant ttPlSS a été dérivé (Eckhart, 1969).
Les cellules 3T6 ont été transfectées soit avec chaque molécule séparément, soit
avec des combinaisons de deux molécules (B16-4/R/j'P155, B16-4/pPB21 et
R/sP155/pPB21). Six jours après transfection, l'ADN de faible P.M. a été extrait des
cellules et digéré par les enzymes Xbal (tous les ADN sont linéarisés par Xbal) ou Smal
(Smal linéarise les ADN de souche P16 et P155). L'ADN a par la suite été analysé
comme décrit précédemment.
L'analyse de la figure 12 nous révèle que la transfection des 3T6 avec chacune
des constructions (pistes 1, 2 et 3) ne mène pas à un événement de recombinaison
(absence d'une bande à 5,3 kb). Les pistes 4 et 5, où les cellules ont été co-transfectées
avec le mélange B16-4/R/5P155, montrent clairement qu'il y a production d'ADN viral
migrant à 5,3 kb. Toutefois, les traitements enzymatiques utilisés ne permettent pas de
déterminer la nature de cet ADN, P16 ou P155.
Lorsque nous co-transfectons les 3T6 avec le mélange pPB21/R/5P155, nous
FIGURE 12; Effet de la position du site de clonage sur la production d'ADN viral
de longueur unitaire dans les expériences de co-transfection
Les 3T6 ont été transfectées d'une part avec F ADN cloné de trois souches de Py,
soit les molécules B16-4 (9,8 kb, piste 1), R/5P155 (9,0 kb, piste 2) et pPB21 (9,7 kb,
piste 3), et d'autre part avec un mélange de deux ADNs, soit B16-4/R/j'P155 (pistes 4
et 5), pPB21/R/^P155 (pistes 6 et 7) et B16-4/pPB21 (pistes 8 et 9). Après 6 jours à
33°C, l'ADN de faible P.M. a été extrait des cellules et digéré avec Xbal (pistes 1-4,
6 et 8) et Smal (pistes 5, 7 et 9), puis a été soumis à la procédure habituelle. La position
des différents substrats (S) et produits (P) est indiquée par une flèche. Notons que la
molécule R/j'PlSS est fortement handicapée dans sa réplication (piste 2), mais que cela
n'empêche pas la formation du produit dans les co-transfections (pistes 4-6).
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obtenons un résultat différent du précédent. Le traitement Xbal met en évidence une
bande à 5,3 kb (piste 6) alors que cette bande est absente avec le traitement S mal (piste
7). La présence d'un site Xbal (plus précisément de deux sites Xbal très rapprochés, nt
2477 et 2522) et l'absence du site Smal nous porte à croire que cet ADN viral de 5,3 kb
est plutôt de souche A3 (du moins en partie).
La dernière co-transfection, impliquant pPB21 et B16-4, a donné un résultat
particulièrement intéressant; c'est-à-dire l'absence d'une bande à 5,3 kb (pistes 8 et 9).
Nous nous sommes alors demandé ce qui rapprochait ce dernier résultat des transfections
simples.
Le seul point commun est que pPB21 et B16-4 sont deux constructions où l'ADN
viral (A3 et P16 respectivement) est interrompu au niveau du site BamHI par la séquence
plasmidique. En d'autres termes, lorsque nous transfectons les 3T6 avec pPB21 (piste 3),
toutes les molécules d'ADN Py introduites dans les cellules sont clonées au même site
de restriction, dans le cas présent BamHI. Lorsque nous co-transfectons les 3T6 avec le
mélange pPB21/B16-4, ici aussi, toutes les molécules introduites dans les cellules sont
clonées au même site de restriction, BamHI.
Cette hypothèse explique bien le résultat obtenu avec le mélange pPB21/R/j'P155:
pPB21 est une molécule A3 clonée au site BamHI de pBR322 et R/JP155, un P155
révertant cloné au site Sali de pAT153. Ainsi, la région virale interrompue chez l'une
des molécules par les séquences plasmidiques est continue chez l'autre molécule. Le
même raisonnement s'applique à la combinaison B16-4/R/jP155. Deux ADN Py clonés
en différents sites peuvent donc mener, lors d'une co-transfection, à la production d'ADN
viral de longueur unitaire. Cette production semble être biaisée puisque, dans le cas des
co-transfections avec pPB21, le produit de recombinaison ne possède jamais de site Smal,
présent dans au moins un des deux protagonistes, B16-4 ou R/5P155.
Enfin, nous comprenons mieux pourquoi les expériences de co-transfection des
3T6 avec Rml (ou les différents mutants de Rml) et pPB21 ont donné de tels résultats:
nous étions en présence d'un génome A3 interrompu à BamHI (nt 4632) et d'un génome
P155 interrompu à 3092 par de l'ADN cellulaire (Rml ou un de ses mutants; Fig.2), un
mélange idéal pour mener à la production d'ADN viral de longueur unitaire dépourvu
d'un site Smal (voir Discussion).
A ce stade des expériences, il a été décidé que la recombinaison intermoléculaire
que j'avais ainsi détectée présentait suffisamment d'intérêts pour fournir un sujet de
maîtrise. Ce projet particulier est donc maintenant celui de M. Louis-Charles Portier.
E. Recombinaison chez Rml: processus conservatif ou non conservatif
Dans le laboratoire du Dr Bourgaux, nous avons d'abord étudié la recombinaison
homologue dans des conditions permettant la détection d'un seul produit de
recombinaison: lorsque Rml recombine, un seul des deux produits formés est détecté, Py
(P155); IR, son réciproque (Fig.2), est dépourvu d'une origine de réplication; dès lors,
même s'il est formé par recombinaison, il ne peut s'amplifier et est ainsi non détectable.
Donc, pour pouvoir observer le produit réciproque, nous nous devions de construire des
dérivés de Rml contenant une origine de réplication supplémentaire dans la séquence IR
(Ins + une répétition S).
En introduisant la région intergénique de Py au niveau de Ins chez Rml
(Construction des ADN plasmidiques), nous insérons, en plus d'une origine, une seconde
région d'homologie d'environ 1500 pb (Fig.l3). De cette façon, la molécule précurseur
peut maintenant subir deux événements de recombinaison distincts: une recombinaison
impliquant les répétitions S (SR) et une recombinaison impliquant les grandes homologies
(LR). La figure 14A montre clairement que la SR peut générer, non pas un, mais deux
produits amplifiables (Py ou T pour "top", et B pour "bottom"), un seul pouvant diriger
la synthèse des protéines virales précoces (T). Afin de compenser pour les différences
dans la capacité à coder pour les protéines précoces, nous avons transfecté les réplicons
non seulement dans les cellules 3T6 mais aussi dans les cellules scop-T\, ces dernières
pouvant assurer la réplication de produits incapables de coder pour les protéines
précoces. Dans les sections qui suivent, seuls les résultats obtenus avec les scop-Tl
seront montrés puisque des résultats identiques ont été obtenus avec les 3T6. Notons
qu'une telle similitude semble indiquer que les protéines virales précoces fournies par les
scop-Tl ne sont requises pour la formation d'aucun des produits de recombinaison.
1) Transfection avec O(5022,-)/Rfnl: la SR donne le produit T, parfois le produit B
Nous avons utilisé ici le réplicon contenant l'insert 5022-1192 orienté de façon
inverse à la séquence correspondante chez Rml (Fig.l4A). La question est de savoir si
la transfection des scop-T\ avec 0(5022,-)/RmI donne, par recombinaison, non
seulement Py, ou T, mais aussi le produit réciproque, ou B. Pourquoi utiliser le mutant
(-) plutôt que le mutant (+)? Tout simplement pour éviter une compétition possible entre
FIGURE 13: Carte physique de 0(5022,+)/RmI et 0(4633,+)/RniI
0(5022,+)/RmI (8,6 kb) et 0(4633,+)/RmI (9,0 kb) sont des dérivés de Rml
comportant deux régions intergéniques Py. Les fragments introduits au niveau du site
Bgin de Tins s'étendent des pb 5022 à 1192 (1466 pb) pour 0(5022, +)/RmI, et de 4633
à 1192 (1855 pb) pour 0(4633,+)/RmI. Le signe + signifie que l'insert est orienté de
façon directe par rapport à la séquence correspondante chez RmL La symbolique est la
même que celle de la figure 2, avec l'ADN viral en noir, l'Ins quadrillé, les répétitions
SI et 82 sous forme de têtes de flèches. B: BamHI, Bg; BglII, E: EcoRV, S: Sali, e:
région virale précoce, 1: région tardive. O: origine de réplication.
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FIGURE 14: Recombinaison chez Rml et 0(5022,-)/RmI
A. Carte physique de O(5022,-)/RmI et des produits de recombimison possibles
0(5022,-)/RmI (8,6 kb) contient la même région intergénique additionnelle que
0(5022,+)/RmI (Fig.l3), mais orientée de façon inverse. Seule donc la SR est
théoriquement possible chez cette molécule, les deux produits réciproques, T et B, ayant
chacun une origine de réplication (01 ou 02). S 1/2 est là pour indiquer que nous ne
savons pas où se fait la recombinaison à l'intérieur des répétitions S. B: BamHI, Bg:
BglII, E: EcoRV, S:SalI, HiHincII. e: région virale précoce, 1: région tardive.
B. Transfection des scop-Tl avec Rml et O(5022,-)/RmI
6 jours après transfection (33°C), l'ADN de faible P.M. a été extrait des cellules
et digéré avec l'un des enzymes suivants; Sali (S), EcoRV (E) ou BamHI (B), avant
électrophorèse, transfert sur nylon et hybridation avec la sonde habituelle (fragment viral
4632-1192). Sali et EcoRV linéarisent le substrat et le produit T; l'enzyme BamHI
introduit deux cassures chez le substrat, générant deux fragments de 4,5 et 4,1 kb;
BamHI linéarise aussi les deux produits T et B (panneau A). M: marqueur de poids
moléculaires composé de Rml (7,1 kb) et P155 (5,3 kb) linéaires.
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les produits provenant de la LR et de la SR. Avec l'orientation (-), nous empêchons
théoriquement la LR de générer les produits attendus (L pour "left" et R pour "right")
et favorisons ainsi la détection des produits T et B (Fig.l4A).
Les cellules scop-Tl ont été transfectées avec Rml ou 0(5022,-)/RmI et les ADN
analysés comme précédemment. La figure 14B montre clairement que, dans tous les cas,
le seul produit détecté est Py, ou T (pistes 2 à 6). Avec O(5022,-)/RmI, le réciproque
de Py (B = 3,3 kb), qui est linéarisable par BamHI, est absent (piste 4).
2) Transfection avec 0(4633, +)/Rml: la LR et la SR génèrent des quantités équivalentes
des deux produits de recombinaison
Comme nous venons de le mentionner, pour étudier la LR, nous devons
absolument travailler avec des constructions plasmidiques portant des séquences répétées
orientées de façon directe. Toutefois, l'utilisation de 0(5022,+)/RmI pour cette étude
n'est pas très appropriée puisque les produits de recombinaison et les fragments du
substrat co-migrent après digestion avec BamHI. BamHI linéarise les produits L (4,5 kb)
et R (4,1 kb) et introduit deux cassures chez le substrat donnant des fragments de 4,5 kb
et 4,1 kb également (Fig.l4B). C'est pourquoi nous avons construit un autre dérivé de
Rml, soit 0(4633,+)/RmI (Fig.l3), avec lequel le problème de co-migration ne se pose
pas. Comme 0(5022,+)/RmI, 0(4633,+)/RmI peut subir deux événements de
recombinaison distincts menant à la production possible de quatre produits de
recombinaison encore désignés T, B, L et R (Fig.l5A). Des quatre produits possibles,
deux codent pour les protéines précoces, soit T et L. Les tailles attendues des produits
FIGURE 15: Recombinaison chez 0(4633,+)/RmI et son mutant A02
A. Substrats et produits possibles
La description de 0(4633,+)/RniI a déjà été faite à la figure 13. Rappelons que
le mutant A02 est un dérivé de 0(4633, +)/RniI ayant une 02 inactive pour la réplication
(Construction des ADN plasmidiques). Sont indiqués par des flèches les sites impliqués
dans la SR et la LR. Pour ce qui est de la LR, nous avons choisi comme site de
"crossing-over" un point situé à mi-chemin entre l'origine de réplication et la pb 1192,
même si nous savons que le "crossing-over" peut se produire n'importe où dans la région
d'homologie (voir texte). Notons que chacun des quatre produits attendus (B, T, L et R)
possède une origine fonctionnelle (sauf B dans le cas de A02). De plus, deux des quatre
produits possèdent une région précoce intacte, soit T et L. B: BamHI, Bg: BglII, E:
EcoRV, S: Sali, e: région virale précoce, 1: région tardive.
B. Recombimison chez 0(4633. +)/RmI et A02 dans les scop-Tl
Les scop-Tl ont été transfectées avec 0(4633,+)/RmI et A02. Après 6 jours
d'incubation à 33°C, l'ADN de faible P.M. a été extrait des cellules et digéré avec l'un
des enzymes suivants: SalI(S), EcoRV (E) et BamHI (B), avant l'analyse habituelle. Sali
linéarise le substrat et les produits T et L, EcoRV linéarise le substrat (9,0 kb) et les
produits T et R. L'enzyme BamHI introduit deux cassures chez le substrat, donnant des







L et R sont 4,9 kb et 4,1 kb respectivement, tandis que les deux fragments BamHI du
substrat co-migrent à 4,5 kb (Fig.lSB, pistes 1-3). Le traitement BamHI (piste 3) met
en évidence les quatre produits attendus. Pour la LR et la SR, nous observons des
quantités équivalentes des produits réciproques (L et R d'une part, T et B d'autre part).
La grande reproductibilité de cette observation indique qu'il n'y a pas de biais dans la
SR ou la LR chez 0(4633,-i-)/RmI, alors que chez O(5022,-)/RmI, la formation du
produit B n'est pas quelque chose de très reproductible. Par ailleurs, les deux produits
étant présents aussi bien pour la SR que pour la LR, il n'est pas possible de trancher
entre conservatif et non conservatif. Ces différents éléments seront repris dans la
Discussion (voir aussi section suivante).
Enfin, la quantification de chacun des quatre produits de recombinaison (non
montré), et ce pour plusieurs expériences, semble indiquer qu'il n'existe aucun rapport
entre la taille de l'homologie impliquée et la quantité de produit obtenu (par exemple,
certaines expériences ont donné autant de produits SR que de produits LR, alors que la
taille des homologies impliquées diffère d'un facteur dix). De tels résultats ne peuvent
s'expliquer qu'en admettant que la recombinaison est influencée par un processus
cellulaire quelconque, et que la SR et la LR réagissent différemment à cette influence.
3) Une molécule mutante avec une 02 défectueuse donne les deux produits de la LR
L'expérience de transfection des fragments HincII de 0(5022,-)/RmI, chacun
portant une origine de réplication (Nault et al., 1994b), a clairement montré la
fonctionnalité de 02 au point de vue de la réplication, et malgré cela, le produit B est
parfois présent, parfois absent chez O(5022,-)/RmI. Pour expliquer cette anomalie, nous
pouvons supposer que l'origine de réplication (ou la région intergénique) exerce un rôle
dans la recombinaison autre que la réplication, et que 02 ne peut exercer ce rôle pour
une raison quelconque (influence de l'environnement -Ins- par exemple). Si cela était
vrai, cet effet pourrait théoriquement être ressenti au niveau de la LR également. Il
devenait donc intéressant de savoir avec quel produit de recombinaison (L ou R) se
retrouvait 02, afin de voir si 02 influence également la recombinaison LR. Une façon
facile d'identifier l'origine (01 ou 02) se retrouvant dans un produit de recombinaison
est d'inactiver l'autre origine. Dans le cas présent, nous avons inactivé l'origine minimale
de 02 pour générer un dérivé de 0(4633,+)/RmI appelé A02 (Construction des ADN
plasmidiques).
Pour s'assurer que la modification apportée à 02 l'a bel et bien inactivée au point
de vue réplicatif, nous avons effectué une expérience de reconstitution où des fragments
HincII, correspondant à quelques nt près aux produits de recombinaison SR attendus, ont
été introduits sous forme circulaire dans les cellules scop-T\. La figure 16B montre
clairement que la seule différence entre les fragments provenant de 0(5022,+)/RmI,
0(4633,+)/RmI et A02, c'est que le fragment "B" de A02, faisant 4,2 kb, ne se
réplique pas.
Suite à cette vérification, les cellules scop-Tl ont été transfectées avec
0(4633,+)/RmI et A02, La figure 15B permet de comparer aisément les deux patrons
de recombinaison. Nous notons une seule différence: A02 ne donne pas le produit B,
résultat que nous attendions puisque sans une 02 active, B ne peut pas se répliquer. La
FIGURE 16; Fonctionnalité des origines de réplication chez les mutants de la série
O/RmI
A. Représentation schématique de l'essai
Trois mutants de la série 0/RmI [0(5022, +)/RmI, 0(4633, +)/RmI et A02] sont
soumis à une digestion HincII (H) qui scinde le substrat en deux fragments, chacun
comportant une origine de réplication (01 ou 02). Les fragments sont ensuite circularisés
par ligation et co-transfectés dans les scpp-Tl. B: BamHI, E: EcoRV, S: Sali.
B. Transfection des scop-Tl avec les fragments HincIF circularisés
L'ADN de petit P.M. a été extrait des cellules après 6 jours d'incubation à 33°C,
digéré par BamHI, qui linéarise chacun des fragments Hindi (panneau A), et analysé
selon la procédure habituelle. Notons que le fragment de 4,8 kb, comportant 01 et
correspondant au produit de recombinaison T, est commun aux trois mutants et détecté
pour chacun d'eux. Le fragment comportant 02 et correspondant au produit de
recombinaison B fait 3,8 kb ou 4,2 kb selon le substrat utilisé. Ce fragment est absent
avec A02, résultat confirmant l'efficacité de l'inactivation de l'origine par la mutation










présence en quantité égale des produits L et R prouve par ailleurs que la recombinaison
se produit parfois à gauche, parfois à droite de 01 (ou 02). Si le "crossing-over" se
faisait toujours au même endroit, l'un des deux produits de la LR, celui qui contient r02
inactivée, serait forcément absent. La LR fait donc intervenir des sites aléatoires de
recombinaison. Ce résultat souligne une différence sans doute importante entre la LR,
qui se produit entre deux grandes homologies contenant chacune une région intergénique,
et la SR, qui est "ciblée" au niveau des répétitions S. A cette étape, nous pouvons
qualifier l'événement de recombinaison LR d'aléatoire et donc non sélectif, mais nous
ne pouvons toujours pas dire si le mécanisme est conservatif ou non conservatif. Dans
le cas de A02, que chaque événement de recombinaison donne les deux produits
(mécanisme conservatif) ou qu'il donne soit l'un soit l'autre (mécanisme non conservatif),
sur l'ensemble des événements, l'origine fonctionnelle 01 va se retrouver tantôt chez L
tantôt chez R. Enfin, nous pouvons dire que la réplication à partir de l'origine 02 n'est
nécessaire ni pour la LR ni pour la formation du produit T.
Pour déterminer si la LR est conservative ou non conservative, nous avons
construit différents dérivés de 0(4633,+)/RmI ayant des modifications au niveau des
régions régulatrices bordant 01 et/ou 02. Si nous arrivons à faire disparaître un des deux
produits de la LR sans affecter leur capacité à se répliquer, c'est que la LR, tout comme
la SR, dépend de l'intégrité des régions régulatrices de la transcription. C'est le mutant
DM qui a éclairé ce point.
4) La LR, m processus non conservatif
Des résultats obtenus par Angèle Fricker (mémoire de maîtrise, 1994) ont montré
que des mutations simples au niveau du Pe ou du PI bordant 01, chez 0(4633,+)/RmI,
n'affectent que la production de T (B, L et R sont présents). Les mêmes mutations
transférées à la région 02 ont donné des résultats beaucoup moins clairs (voir
Discussion). Puisqu'aucun des mutants simples ne semblait avoir une LR affectée, nous
avons décidé de construire un double mutant -DM- et dans ce but, nous avons transféré
les mutations ET et PI" chez 0(4633,-t-)/RmI, au niveau des régions bordant 01 et 02
respectivement (Fig.lTA).
La figure 17B permet de comparer les patrons de recombinaison de
0(4633,-l-)/RmI (ou WT), de A02 et de DM. La transfection et l'analyse des ADNs ont
été effectuées selon la procédure habituelle. Là encore, l'unique différence entre WT et
A02 concerne le produit B (B est absent chez A02). La mutation A02 n'affecte
aucunement la LR. Il en va tout autrement avec DM. Le traitement BamHI met en
évidence les produits B et R, et le traitement EcoRV confirme la présence de R, mais les
produits T et L sont absents. Trois conclusions peuvent être tirées de ce résultat.
Premièrement, et comme confirmation de ce que nous avions déjà observé (Fig.SB), la
mutation ET près de 01 inhibe la formation de Py (ou produit T) par recombinaison SR.
Deuxièmement, la mutation PI" près de 02 n'empêche pas la formation du produit B, lui
aussi généré par la SR. Rappelons qu'une telle mutation inhibait la conversion de Rml
en PI55 (Fig.6B). Une modification dans un des promoteurs viraux, - en tout cas dans
le PI - pourrait donc ne pas avoir la même influence sur la SR, selon qu'elle est située
près de 01 ou près de 02. Troisièmement, la LR est manifestement non conservative
FIGURE 17; Recombinaison chez le double mutant DM
A. Carte physique de DM
DM est un mutant de 0(4633,+)/RmI qui diffère de ce dernier en deux points;
la substitution ST dans la région promotrice précoce bordant 01 ainsi que l'inversion du
promoteur tardif, PI", dans la région bordant 02. Les sites potentiels de "crossing-over"
pour la LR sont indiqués par des flèches (Cl et C2). DM, tout comme 0(4633, +)/RmI,
peut subir la SR et la LR, et une fois de plus quatre produits peuvent être générés par
recombinaison: T, B, L et R. Noter que BamHI linéarise les 4 produits (et clive le
substrat en 2 fragments co-migrant à 4,5 kb), tandis que EcoRV linéarise les produits T
B. Transfection des scop-Tl avec 0(4633,+)/RmI. A02 et DM
Après 6 jours d'incubation à 33°C, l'ADN de faible P.M. a été extrait des
cellules et digéré avec BamHI ou EcoRV, avant d'être analysé comme à l'habitude. Les
molécules contrôles, WT et A02, se comportent ici comme dans l'expérience précédente
(Fig.lSB). Avec DM, seuls les produits R (4,1 kb) et B (3,7 kb) sont détectés. Les
fragments du substrat (9,0 kb dans le cas de EcoRV, 4,5 kb dans le cas de BamHI) sont





puisque, dans le cas de DM, le produit L est complètement absent. Ce qui est moins
clair, par contre, c'est la raison de sa disparition. D'autres mutants, simples et doubles,
de 0(4633,+)/RmI ont permis d'apporter quelques lumières sur la question (voir
Discussion).
F. Relation entre la transcription et la recombinaison SR
Les résultats des sections A et B montrent clairement que certaines altérations du
promoteur précoce (APe, ET, ATC et ABTC) ou du promoteur tardif (F 155' et A3')
affectent grandement la SR. Pour sa part, la délétion ABT a un effet beaucoup moins
important. L'analyse de ces résultats nous a bien sûr fait penser à une relation entre la
transcription et la recombinaison SR. Le cheminement emprunté pour arriver à une telle
affirmation est le suivant. Premièrement, puisque ABT est le seul mutant précoce apte
à se répliquer (et à recombiner) dans les 3T6 (Fig.5B) - donc le seul à avoir une région
précoce capable d'assurer la production de protéines fonctionnelles - il est tentant
d'attribuer à la transcription précoce une fonction régulatrice dans le mécanisme SR.
Pourquoi la transcription précoce plutôt que la réplication? Tout simplement parce que,
dans les scop-Tl, où tous les mutants sont parfaitement capables de se répliquer grâce
au LT fourni en tram par les cellules, seul ABT recombine. Deuxièmement, puisque les
mutants PI' ne subissent par la SR (Fig.6B), alors qu'ils sont parfaitement capables de
se répliquer dans les 3T6, nous sommes aussi tentés d'attribuer à la transcription tardive
une fonction régulatrice dans la SR. Un modèle essayant d'expliquer la relation
transcription-recombinaison chez Rml a été publié en même temps que nos résultats
conœmant les mutants préccx^s et tardifs (Nault et al., 1994a).
Mais avant de conclure que la SR repose sur un mécanisme régulé par la
transcription précoce et la transcription tardive, nous nous devions d'étudier cette
dépendance possible à l'aide d'une technique d'analyse de la transcription puisque,
jusqu'à ce stade-ci, les indices que nous possédions étaient obtenus de façon plutôt
circonstancielle. Nous avons débuté cette étude par la construction de nouveaux mutants.
1) hTbis: construction et transfection
ABT et ST sont deux mutants précoces de Rml différant l'un de l'autre par
l'absence, chez ABT, du site B de liaison à LT (aucun n'a de boîte TATA, Fig.SA). La
transfection des cellules 3T6 avec chacun des mutants (Fig.5B) révèle que ABT est
capable de se répliquer et que ET en est incapable. Comment expliquer que ABT se
réplique dans les 3T6 et que ET ne s'y réplique pas alors que ce dernier n'a rien de
moins que le premier? Il y a au moins deux explications possibles. La première suppose
que la délétion (ou la substitution) de la boîte TATA peut à elle seule affecter la
transcription et donc la synthèse des protéines précoces, mais que la délétion du site B
annulerait cet effet. La seconde suppose que la transcription précoce n'est nullement
affectée par la mutation ET, mais que les protéines virales sont non fonctionnelles
(tronquées ou mutées). Alors que nous ne disposons d'aucun élément pour appuyer la
première hypothèse, nous devons nous remémorer que les mutants précoces et tardifs ont
été fabriqués en partie par PCR (plus précisément le fragment Kpnl-A allant de 4693 à
2176; Construction des ADN plasmidiques). Une grande partie de la région précoce a
donc été synthétisée de cette façon. Il n'est pas impossible qu'il y ait eu erreur de lecture
lors de la réaction PCR, erreur pouvant mener soit à la production d'une protéine
tronquée par introduction d'un codon stop, soit à la formation d'une protéine non
fonctionnelle dans la réplication à cause d'une substitution d'un ou plusieurs acides
aminés. Séquencer la région précoce de ET pour vérifier la présence de tels changements
pouvait se révéler fastidieux et décevant. Nous avons donc décidé de refaire un ET en
substituant le segment Mlul-Smal couvrant la région précoce de ce mutant par le segment
correspondant de ABT. Le site Smal est situé au nt 2990 tandis que le site MluI se trouve
au niveau de la mutation, ET ou ABT (Construction des ADN plasmidique et Fig.SA).
Nous nous assurions de cette façon d'avoir une région codante précoce fonctionnelle
puisque ABT est autonome pour la réplication. La molécule résultante a été nommée
ETbis, puisqu'elle possède la mutation ET et la région précoce de ABT.
L'étape suivante a été de transfecter les 3T6 et les scop-Tl avec Rml (contrôle
positif), ET et ETbis. Les résultats obtenus avec les 3T6 sont montrés à la figure 18A.
Rml se réplique et recombine comme à l'habitude, ET est incapable de se répliquer
comme nous l'avons observé précédemment (Fig.SB), et ETbis semble se répliquer
normalement, sans toutefois recombiner. Le panneau B de la même figure, qui concerne
les scop-T\, confirme les résultats déjà obtenus avec Rml et ET (Fig.SB) et met en
évidence l'absence de la SR chez ETbis. Puisque ETbis se réplique dans les 3T6, il
semble que le défaut de ET n'en soit pas un de transcription, mais soit plutôt dû à une
erreur de synthèse lors de la réaction PCR. Par contre, le fait de conférer à ETbis la
faculté de réplication autonome ne l'a pas rendu apte à recombiner. Nous avons donc
FIGURE 18; Réplîcation et recombinaison de ET et ETbis
La transfection des œllules 3T6 (A) ou scop-Tl (B), ainsi que l'extraction et
l'analyse des ADNs se sont déroulées comme précédemment. L'enzyme Xbal a été utilisé
pour linéariser les substrats (S; 7,1 kb) et produits (P; 5,3 kb) de la recombinaison.
Pistes 1, 2 et 3: Rml, ET et ETbis respectivement.
Am
décidé de poursuivre l'étude de la recombinaison avec les deux mutants précoces capables
de se répliquer, ABT et STbis, et de ne plus utiliser les autres (ITT, ATC et ABTC).
ABT et ETbis, joints aux mutants tardifs Pl"^ et PI', nous donnaient un ensemble
de molécules déficientes ou non dans la SR, mais toutes placées sur un même pied
d'égalité en ce qui concerne la réplication autonome, donc (théoriquement) la
transcription précoce. A cet égard, l'incapacité de ETbis à recombiner remettait en
question la relation SR-transcription précoce établie dans la section A (Fig.5B). Le taux
de réplication n'étant qu'une mesure très indirecte de l'efficacité de la transcription
précoce, nous nous sommes attachés à l'analyse de celle-ci, et plus précisément de la
transcription au niveau des répétitions S.
G. Analyse des ARN chez Rml et ses dérivés
Voelkel-Meiman et Keil (1987) ont montré que chez S. cerevisiae, la stimulation
de la recombinaison par la séquence HOTl (voir Introduction) implique une transcription
des DEUX séquences homologues, alors que selon Nickoloff et Reynolds (1990), dans
la cellule de mammifère, la transcription d'UNE SEULE des deux séquences homologues
suffit pour stimuler la recombinaison. Qu'en est-il des répétitions S? La transcription de
SI et S2 est-elle nécessaire à la recombinaison, ou la transcription de l'une des deux
suffit-elle? Le passage de la transcription à travers les répétitions S est-il même requis?
Pour répondre à la question: "Quel est l'état transcriptionnel des répétitions SI et S2 chez
Rml et ses dérivés", nous avons décidé d'utiliser la méthode RT-PCR (Matériel et
Méthodes).
Méthodes).
1) Etude de la transcription précoce chez Rml et ses dérivés
Dans des cellules de souris infectées par Py, Acheson et Miéville (1978) ont
montré que 15 % des ARN précoces nucléaires et 5 % des ARN précoces cytoplasmiques
comportât des séquences situées en aval du site de polyadénylation (nt 2930; Lanoix et
al., 1986). Cela veut dire que même si SI est située en dehors de l'unité de transcription
précoce, sa transcription n'est pas chose impossible. De plus, puisque les derniers
travaux concernant la régulation de la transcription précoce semblent indiquer qu'il n'y
a pas répression de cette transcription en phase tardive (Bergqvist et al., 1990; Hyde-
DeRuyscher et Carmichael, 1988; Munholland et al., 1992), nous pouvons penser que
l'état transcriptionnel de SI se maintient tout au long du cycle infectieux.
Les cellules scop-T\ ont donc été transfectées avec Rml, STbis, ABT, AS"*" et A3:
Deux jours après incubation à 33°C, l'ARN total a été isolé comme décrit dans la section
Matériel et Méthodes. En utilisant des amorces bordant SI, il est possible, grâce au RT-
PCR, de détecter de façon QUALITATIVE si le complexe transcriptionnel traverse
cette répétition chez Rml et ses mutants. De façon plus détaillée, l'amorce PBll (nt -
1418 à -1440) a été utilisée pour effectuer la transcription inverse des ARN puis, en
combinaison avec l'amorce DJ3 (nt 3001 à 3020), pour effectuer la réaction de PCR
(Fig.l9A). Donc, dans un échantillon donné, s'il y a transcription de SI, un fragment
de 482 pb (JP) sera synthétisé, et ce fragment pourra être détecté sur autoradiogramme
après électrophorèse sur gel d'agarose 1,5%, transfert sur nylon et
FIGURE 19: RT-PCR/CI et RT-PCR/JP sur Rml et ses dérivés
A. Localisation des amorces utilisées
On retrouve ici Rml (ou un de ses mutants) avec la symbolique utilisée à la figure
2. L'amplification du fragment JP débute par une réaction de transcription réverse
utilisant l'amorce PBll (nt -1418 à -1440). Le PCR (programme "touchdown", Matériel
et Méthodes) est effectuée avec la paire d'amorces DJ3 (nt 3001 à 3020) et PBll. Le
fragment amplifié fait 482 pb.
L'amplification du fragment interne à la séquence codante précoce (fragment CI)
débuté encore par une réaction de transcription réverse utilisant cette fois l'amorce DJ9
(nt 2317 à 2298). La réaction PCR est effectuée avec la paire d'amorces PBEcoRI (nt
1556 à 1572) et DJ9. Le fragment amplifié a une taille de 761 pb.
B. RT-PCR sur Rml et ses dérivés
Les cellules scop-Ti ont été transfectées avec 2 /xg par Pétri de chacun des ADNs
indiqués, ou transfectées en l'absence d'ADN (mock). Deux jours après incubation à
33°C, l'ARN total a été extrait des cellules et analysé par RT-PCR (Matériel et





ni même aucun fragment hybridable avec une sonde Rml. En effet, on ne s'attend pas
à ce que l'amorce PBll, spécifique de Ins, réagisse avec l'ARN provenant du génome
viral intégré dans les cellules scop-T\. D'un autre côté, sans qu'il y ait absence de
transcription au travers de SI, il peut y avoir une baisse du taux de celle-ci. Même si
le taux d'initiation est le même pour les mutants et pour Rml, l'élongation peut quant à
elle être affectée par les mutations apportées au niveau de la région intergénique (Kash
et Kellems, 1994). Afin de vérifier cette dernière hypothèse, nous avons décidé de
comparer, d'une molécule à l'autre, l'intensité d'un fragment RT-PCR interne, c'est-à-
dire faisant partie de l'unité de transcription précoce, à l'intensité du fragment JP. Les
amorces utilisées pour effectuer le contrôle interne (CI) sont PBEcoRI (nt 1556 à 1572)
et DJ9 (nt 2317 à 2298). La taille du fragment attendu est de 761 pb (Fig.l9A). Donc,
pour tous les échantillons analysés (Rml, ETbis, ABT, A3"^ et A3"), un fragment de 761
pb devrait être amplifié et détecté, y compris dans les cellules transfectées à blanc,
puisque les scop-T\ sont transformées avec un génome Py ayant une transcription
précoce active (Rautman et al., 1982). Nous nous attendons donc à retrouver, chez le
mock, une bande de 761 pb dont l'intensité représente le taux basai d'expression de la
région précoce, et une bande d'intensité supérieure chez tous les autres échantillons qui
possèdent, en plus d'un génome intégré, des réplicons ayant eux aussi une transcription
précoce active. A partir d'une même préparation d'ARN pour chaque molécule, un RT-
PCR/CI et un RT-PCR/JP ont été effectués dans des tubes séparés. Une fraction (1/10)
de chaque amplification a été déposée sur un même gel, dans la même piste, mais à deux
temps différents, pour favoriser la bonne séparation des fragments PCR, le fragment de
plus petite taille (JP) ayant été déposé le premier.
La figure 19B montre les résultats obtenus. Pour chacune des molécules
transfectées, le fragment de 482 pb est présent. L'absence de ce fragment dans la piste
6 (mock) prouve qu'il n'y a pas eu contamination d'un des réactifs par de l'ADN de
Rml. Les mutants ETbis et A3', lourdement affectés au point de vue recombinaison
(Fig.ISB et Fig.6B), et le mutant ABT, également affecté dans sa recombinaison mais
moins que les deux précédents (Fig.SB), ont tous une SI traversée par le complexe
transcriptionnel. Le défaut de recombinaison chez ces trois mutants ne peut donc pas être
associé à une absence de transcription au travers de SI, ce à quoi l'on pouvait s'attendre
de la part de A3', qui est un mutant tardif. Toutefois, en examinant la bande CI, nous
constatons que tout n'est pas comme nous l'avions imaginé au départ. En effet, la bande
ayant l'intensité la plus forte est celle du mock. Ce résultat, sans nous renseigner sur
l'élongation de la transcription précoce, nous est utile dans le sens où il montre
clairement que, d'un échantillon à l'autre, nous ne pouvons absolument pas comparer
l'intensité des bandes puisqu'un contrôle interne lui-même semble soumis à une variation.
Ceci est sans doute dû au fait que la quantité d'ARN extraite varie d'un échantillon à
l'autre. De plus, puisque la quantité de cellules ayant capté l'ADN lors de la transfection
peut elle aussi varier d'un Pétri à l'autre, nous ne pouvons pas, non plus, comparer dans
une même piste l'intensité du fragment CI (qui augmente avec la quantité de cellules
récoltées) à l'intensité du fragment JP (qui augmente avec la quantité de cellules ayant
capté l'ADN exogène). La solution à ce problème était de mesurer le rapport CI/JP pour
des cellules permissives non-transformées par Py, comme les 3T6. Toutefois, pour des
raisons techniques, cette expérience n'a pas été effectuée.
Quoiqu'il en soit, les mutants ITThis, ABT et A3" ont, semble-t-il, une
transcription précoce se rendant jusqu'à SI. Mais qu'en est-il de leur transcription
tardive? A-t-elle lieu? Si oui, se rend-t-elle jusqu'à S2?
2) Etude de la transcription tardive chez Rml et ses dérivés
La répétition S2 fait partie de la séquence codant pour la protéine tardive VPl.
Comme l'ont montré Hyde-DeRuyscher et Carmichael (1988) et Munholland et al.
(1992), la transcription tardive chez Py a lieu en phase précoce ET en phase tardive
d'infection. Ainsi, tout mutant ayant un promoteur tardif fonctionnel devrait montrer une
transcription de la région S2. L'expérience projetée allait donc nous permettre de vérifier
si les modifications apportées dans la région intergénique chez ITbis et ABT avaient une
influence sur l'activité promotrice tardive et, par conséquent, sur la transcription de S2.
Le mutant A3' devait nous servir de contrôle négatif puisque le promoteur de base,
défini par Bourachot et al. (1989) comme allant des nt 5130 à 5022, est ici inversé.
Pour détecter l'état transcriptionnel de S2 chez Rml et ses mutants, nous avons
utilisé la paire d'amorces bordant S2, PBIO (-264 à -245) et DJ8 (3291 à 3270). La
transcription inverse a été faite avec l'amorce PBIO. Un fragment de 442 pb (JT) est
attendu (Fig.20A), sauf encore une fois chez les scop-Tl mock-transfectées. La figure
20B montre que toutes les molécules analysées, A3" compris, ont une S2 transcrite.
Aucun fragment n'est détecté chez le mock, ce qui confirme l'absence de contamination
par de l'ADN de Rml. La présence du fragment JT chez tous les échantillons montre
FIGURE 20; RT-PCR/JP et RT-PCR/JT sur Rml et ses dérivés
A. Localisation des amorces utilisées
On retrouve ici Rml (ou un de ses mutants) avec la symbolique utilisée à la figure
2. L'amplification du fragment JP est réalisée comme décrit dans la légende de la figure
19. L'amplification du fragment JT débute par une réaction de RT utilisant l'amorce
PBIO (-264 à -245). La réaction PCR est effectuée avec la paire d'amorces DJ8 (3291
à 3270) et PBIO. Le fragment amplifié fait 442 pb.
B. RT-PCR sur Rml et ses dérivés
Les cellules scop-1\ ont été transfectées avec 2 uë Pétri de chacun des ADNs
indiqués, ou transfectées en l'absence d'ADN (mock). Deux jours après incubation à
33 °C, l'ARN total a été extrait des cellules et analysé par RT-PCR avec les amorces






deux choses: la première, les modifications apportées dans la région régulatrice précoce
ne semblent pas affecter de façon significative l'activité promotrice tardive; la seconde,
l'inversion du fragment 5026-5271 n'est pas suffisante pour inactiver complètement la
transcription tardive de Py.
La figure 20B montre la présence d'un deuxième fragment dans les pistes 1 à 5,
le fragment JP. Nous avons en fait répété l'expérience précédente (Fig.l9B), mais cette
fois-ci avec un RT-PCR/JP et un RT-PCR/JT. Nous pouvons ainsi mesurer d'une part
la quantité de messages franchissant SI, et d'autre part la quantité de messages passant
au travers de S2. Il s'agit bien là d'analyse QUANTITATIVE, puisque les deux
variables (JP et JT) font intervenir un seul et même substrat pour chaque molécule
transfectée. L'intensité des bandes a été quantifiée à l'aide d'un densitomètre Corning
(système 750) et le rapport JT/JP a été calculé pour chaque échantillon. Le tableau I est
une compilation des résultats de 3 expériences similaires. En examinant la moyenne, nous
constatons qu'il n'y a aucune différence significative entre Rml et les mutants précoces.
Le seul mutant se comportant différemment est A3'. L'analyse de ces résultats sera
approfondie dans la section Discussion, mais l'on peut déjà dire que le RT-PCR n'a pas
permis de mettre en évidence des différences flagrantes entre Rml et les mutants
précoces, qu'il s'agisse de ABT (plus ou moins handicapé dans la recombinaison) ou de
ETbis (très handicapé).
3) Analyse des ADN 3 jours après transfection
Tous les essais de réplication-recombinaison ont été faits avec des échantillons
TABLEAU I






A B C Moyeime(^)
2,4 4,2 3,4 333
1,9 2,7 4,9 3,17
1,6 5,4 3,5 3,50
- 2,5 3,5 3,00
- 0,6 0,2 0,40
A Expérience # i, ARNs extraits à deux jours.
B Expérience # 2, ARNs extraits à deux jours.
C Expérience # 3, ARNs extraits à trois jours.
(a) L analyse de variance classique (ANOVA) est inappropriée à ces données. Le test de
Welch montre qu il existe une différence significative entre les cinq moyennes
(p = 0,03).
récoltés 5 ou 6 jours après transfection (sections précédentes). Les essais RT-PCR sont
pour leur part effectués sur des ARN extraits des cellules 2 ou 3 jours après transfection.
Il nous a donc semblé intéressant d'analyser des ADN extraits 72 heures post-infection,
pour avoir une idée plus juste du comportement des mutants par rapport à Rml à ce
moment-là. La figure 21 montre qu'après 3 jours d'incubation à 33°C, Rml et A3'''
recombinent plus efficacement que STbis, ABT et A3". Ce résultat indique que les temps
de récolte choisis pour le RT-PCR sont les bons puisqu'ils correspondent à un moment
où les différences de recombinaison entre les molécules utilisées se font déjà sentir.
FIGURE 21; Essai de réplication-recombinaisoii pour 3 jours de transfection
Les cellules scop-Tl ont été transfectées avec les molécules indiquées. Après trois
jours d'incubation à 33°C, l'ADN de faible P.M. a été extrait des cellules et analysé




A. Analyse de la SR chez Rml et ses mutants
Au début de la présente étude, nous avons utilisé un système pouvant nous
indiquer, indirectement toutefois, si la transcription influence la recombinaison chez
Rml. L'essai était basé sur la présomption qu'une molécule dont l'unité de transcription
virale précoce est placée sous le contrôle d'un promoteur muté ne pourra pas produire
de protéines précoces, ne pourra pas se répliquer dans les 3T6 et ne sera donc pas
détectée sur autoradiogramme. Si cette même molécule est introduite dans des scop-T\,
la protéine LT fournie en trans par la cellule pourra assurer la réplication de la molécule,
mais si la recombinaison est dépendante de la transcription, la molécule se répliquera
sans recombiner.
La transfection des 3T6 avec Rml, APe, ABT, ATC, ABTC et ET a montré que
Rml et ABT sont les seuls à se répliquer (et à recombiner) dans les 3T6. En se référant
à l'hypothèse de départ, le mutant ABT est le seul à disposer d'une unité de transcription
précoce qui soit fonctionnelle, et si la transcription précoce exerce une influence
quelconque sur la recombinaison, seuls Rml et ABT devraient recombiner dans les scop-
Tl. Tel est le cas, mais ABT recombine toutefois toujours un peu moins bien que Rml,
quel que soit le type cellulaire utilisé (3T6: Rml, 100% et ABT, 18,2%; scop-T\: Rml,
100% et ABT, 8,3%; Fig.SB). Comme prévu, dans les scop-T\, les mutants APe, ATC,
ABTC et ET se répliquent (quoique légèrement moins bien que Rml et ABT, résultat
pouvant s'expliquer par le fait que ces deux molécules codent pour un LT qui vient
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s'ajouter à celui des scop-Ti), et recombinent très faiblement, les pourcentages de
conversion étant de 1,1%, 1,0%, 2,4% et 1,1% respectivement (Fig.SB). Ces faibles
taux de conversion pourraient représenter l'efficacité de recombinaison entre deux
séquences partageant 182 pb d'homologie, en l'absence de toute stimulation, par
exemple.
Le fait que des molécules capables de coder pour LT (Rml et ABT) se répliquent
mieux, dans les Jcqp-Tl, que ceux incapables d'en faire autant (APe, ATC, ABTC et ITT)
nous a amenés à nous demander si, en présence d'une plus grande quantité de LT, nous
n'allions pas stimuler la recombinaison chez ces derniers. Toutefois, les résultats obtenus
avec des mutants tardifs tendent à réfuter cette hypothèse. En effet, les mutants tardifs
P155' et A3' se répliquent tout aussi bien que Rml (dans les 3T6 et les scop-TV) et,
malgré cela, ils recombinent à peine (1,9% pour chaque mutant, Fig.6B; taux comparable
à ce qui a été observé avec APe, ATC, ABTC et ET). Les expériences de co-transfection
des 3T6 avec chaque mutant et pPB21 ont effectivement montré que la présence d'une
quantité supplémentaire de LT ne stimule pas la recombinaison des molécules
handicapées. Nous n'avons pas mesuré directement la quantité de LT dans les 3T6 co-
transfectées et dans les scop-T\, mais puisque pPB21 est un réplicon actif (Fig.8 et 9),
nous avons de bonnes raisons de croire que dans une cellule 3T6 transfectée avec pPB21,
il y a plus de LT que dans une cellule scop-T\, où une seule copie d'ADN Py intégré
assure la synthèse des protéines précoces.
La transfection des scop-Tl et la co-transfection des 3T6 sont deux exf)ériences
montrant clairement que la présence de LT n'est pas suffisante pour assurer la
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recombinaison d'un substrat donné. Par ailleurs, la co-transfection des 3T6 a permis de
mettre en évidence un phénomène encore jamais observé dans le laboratoire, sujet qui
sera abordé à la section C de la Discussion.
L'essai utilisé pour établir une corrélation entre recombinaison et transcription,
c'est-à-dire l'essai de réplication-recombinaison, est très indirect. On peut facilement
imaginer qu'une molécule ait une région précoce normalement transcrite, mais qu'un
problème de traduction du message, ou encore la traduction d'un message comportant
une ou plusieurs mutations, empêche la synthèse de la protéine ou donne naissance à une
protéine non fonctionnelle. Dans ce cas, les mutants précoces APe, ATC, ABTC et ET
ne seraient pas affectés dans leur transcription, et leur difficulté à recombiner serait
imputable à d'autres facteurs. Nous avons éclairci ce point pour le mutant ET. En
remplaçant la région codante précoce de ET par la région correspondante de ABT, nous
avons rétabli chez ETbis la synthèse de LT et confirmé que le défaut propre à ET n'était
pas - ou n'était pas seulement - un défaut d'initiation de la transcription, mais qu'il était
sans doute attribuable avant tout à la synthèse d'une protéine LT non fonctionnelle dans
la réplication. Nous supposons qu'il y a eu erreur de synthèse au niveau de la séquence
codant pour LT lors de la réaction PCR effectuée pour construire ET (Construction des
ADN plasmidiques). Même si ETbis réplique dans les 3T6, il s'y recombine faiblement
et ne recombine pas plus que ET dans les scop-T\ (Fig. 18, A et B). ETbis est donc un
mutant de Rml fortement handicapé dans sa recombinaison malgré une transcription
précoce suffisante pour lui assurer une réplication autonome. L'analyse de la
transcription par RT-PCR, chez plusieurs des molécules utilisées, a été entreprise, entre
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autres, pour résoudre ce problème.
En ce qui concerne les mutants tardifs, où la question de la transcription précoce
ne se pose pas (ces mutants se répliquent aussi bien que Rml dans les 3T6), le fait que
l'inversion du promoteur tardif (mutation PI") annule pratiquement le taux de conversion
(mutants A3' et P155', Fig.ôB) semble clairement établir un lien entre transcription
tardive et recombinaison. Il faut souligner cependant que l'expression des gènes tardifs
conduit à la synthèse des protéines de structure de Py, notamment VPl qui est la
composante majeure de la capside virale (Tooze, 1980). Dans nos expériences, l'ADN
est récolté après six jours de transfection à 33°C, ce qui correspond à 96 h à 37°C, la
durée de deux cycles viraux (Tooze, 1980). L'ADN Py produit par recombinàison entre
les répétitions S a donc théoriquement le temps de s'encapsider et les virions formés
d'amplifier le signal initial par un deuxième cycle d'infection et de réplication. Un
mutant tardif serait évidemment handicapé dans ce deuxième cycle et semblerait par le
fait même affecté dans la SR. Des expériences récentes (D. Gendron, communication
personnelle) indiquent que ce phénomène n'est pas à négliger, mais des échantillons
analysés après trois jours de transfection (donc l'équivalent d'un cycle viral) ont
démontré que des différences dans le taux de recombinaison entre Rml et ses différents
mutants étaient déjà présentes (Fig.21), ce qui tend à prouver que les mutations
introduites affectent réellement la capacité des molécules à recombiner. Par ailleurs,
l'hypothèse du deuxième cycle d'infection ne devrait pas jouer pour les mutants précoces
de Rml, pour lesquels il semble que l'enclenchement de la transcription tardive se fasse
normalement (section suivante).
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B. Transcription des répétions S chez Rml et ses mutants.
Le RT-PCR semblait la technique appropriée pour analyser la transcription des
répétitions S et pour déterminer si, oui ou non, leur transcription est nécessaire à la
recombinaison. En effet, une analyse simplement qualitative permettait de répondre aux
questions que nous nous posions: 1) la répétition SI est-elle transcrite chez Rml? 2) si
la réponse à la question #1 est oui, les mutations précoces affectent-elles la transcription
de SI? 3) les mutations précoces affectent-elles la transcription de la répétition S2? 4) la
mutation tardive affecte-elle la transcription de S2? 5) la mutation tardive affecte-elle la
transcription de SI?. Le RT-PCR ne permet toutefois pas de répondre à une question
comme: la transcription de la SI chez telle molécule est-elle plus efficace que chez telle
autre? Nous ne pouvons pas comparer l'intensité des bandes d'un mutant à l'autre à cause
des variations de quantité d'ARN entre les différents échantillons (voir Résultats). Il est
toutefois possible de comparer des rapports entre messages tardifs et précoces (JT/JP,
Fig.20B) obtenus pour différentes molécules. Cependant, deux rapports identiques ne
veulent pas nécessairement dire que les deux réplicons ont des transcriptions précoce et
tardive comparables. Ainsi, un mutant ayant un taux de transcription précoce et tardive
très faible aura un rapport JT/JP égal à celui d'un réplicon ayant une transcription
précoce très active et une transcription tardive également très efficace.
Le RT-PCR a apporté une réponse claire aux questions posées. La répétition SI
est transcrite chez Rml, résultat conforme à ceux d'Acheson et Miéville (1978), où les
auteurs montrent que 15% des ARN précoces nucléaires et 5% des ARN précoces
cytoplasmiques comportent des séquences situées en aval du site de polyadénylation (nt
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2942). Les mutants précoces (STbis et ABT) ont aussi une répétition SI traversée par le
complexe transcriptionnel (Fig. 19B). Ce n'est donc pas là que réside leur faible capacité
à recombiner. Les mutations précoces ne semblent pas avoir d'effet majeur sur l'activité
transcriptionnelle de l'unité tardive virale (Fig.20B), et ETbis et ABT devraient donc être
à égalité avec Rml dans le cas d'un deuxième cycle d'infection. La mutation tardive
(mutant A3 ) abaisse le rapport JT/JP (Fig.20B), et exerce donc soit un effet positif sur
l'activité du promoteur précoce, soit un effet négatif sur l'activité promotrice tardive.
Même si nous ne pouvons le prouver par la technique du RT-PCR, au vu de la faiblesse
de la bande JT chez A3", nous croyons que l'inversion de la région 5028-5268 (mutation
PI") nuit en effet fortement à la transcription des séquences tardives, notamment S2. La
mutation doit nuire aussi, forcément, à la course de la transcription tardive tout autour
du génome (Acheson, 1978; Hyde-DeRuyscher et Carmichael, 1988) et donc à son
passage dans la répétition SI (dans le sens anti-précoce).
En conclusion, le RT-PCR nous a permis de répondre aux questions pK)sées, mais
n'a pas permis de mettre en évidence une différence entre les molécules capables de
recombiner et les molécules handicapées puisque, parmi ces dernières, deux ne sont pas
affectées (ETbis et ABT), et l'une est affectée (A3"), au niveau de la transcription. Le
RT-PCR n'est pas une technique permettant de relever des différences, d'une molécule
à l'autre, dans le taux d'initiation de la transcription ou encore dans la composition du
complexe transcriptionnel. Par exemple, il a été montré que l'introduction de mutations
dans la région entourant le site d'initiation de la transcription, peut modifier le
déplacement du complexe transcriptionnel (reconnaissance ou non des sites de pause).
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sans affecter le taux d'initiation (Kash et Kellems, 1994). Si les mutations introduites
dans la région régulatrice de Rml entraînent des changements mineurs (modulation fine)
dans la régulation de la transcription, des méthodes plus sophistiquées d'analyse de
l'expression des gènes sont sans doute nécessaires.
C. Co-transfection des 3T6: production efficace d'ADN viral de longueur unitaire
Les expériences de co-transfection ont permis de mettre en évidence un
phénomène assez intéressant: la production de génomes viraux à partir de pPB21 (A3
cloné dans pBR322). Il s'agit d'un événement nécessitant deux molécules différentes, la
région interrompue chez l'une par les séquences plasmidiques devant être continue chez
l'autre (Résultats, section D). Les expériences effectuées ne permettent toutefois pas de
dire si la production d'ADN viral de longueur unitaire, comportant des séquences A3,
est due à un événement de conversion génique (utilisant comme matrice la molécule co-
transfectée, Rml ou un de ses dérivés) ou si elle est due à un événement de double
"crossing-over" (transfert d'un fragment de Rml ou autre à pPB21). Dans le premier cas,
il faut supposer une cassure et une dégradation des séquences pBR322, suivies du
processus de conversion génique proprement dit (Szostak et al., 1983). Dans le deuxième
cas, le fragment de Rml remplacerait simplement le fragment homologue de A3 lié au
pBR322. Dans les deux cas, le résultat serait le même, c'est-à-dire l'élimination des
séquences plasmidiques et la formation d'un ADN hybride A3/P155 de 5,3 kb. La figure
22 est une tentative de représentation du phénomène que nous avons observé.
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FIGURE 22: Recombinaison intermoléculaire entre pPB21 et Rml ou un de ses
dérivés
L'exemple donné dans la figure montre comment Rml - ou d'ailleurs P155 - peut
servir de matrice pour amener l'excision des séquences plasmidiques (pBR322) chez
pPB21. Puisque nous ne pouvons dire si c'est Rml ou son produit P155 qui sert de
matrice, la région comprenant l'Ins et les répétitions SI et 82 n'est pas définie (zone





























D. La SR et la LR chez les molécules à deux régions intergénlques
l)LaSR
La SR ne semble pas dépendante de rorientation de la seconde région
intergénique introduite dans Ins. Des résultats similaires ont été obtenus avec les
fragments 5022-1192 et 4633-1192 insérés dans les deux orientations. Donc, pour
simplifier la nomenclature, nous parlerons de O(5022)/Rml et 0(4633)/Rml.
Comment expliquer que la SR donne toujours le produit T et parfois le produit
B chez O(5022)/Rml, alors qu'elle donne toujours les deux produits chez 0(4633)/Rml?
Une explication possible est que le fragment 4633-5022 (ou fragment BamHl-BcU),
absent chez O(5022)/Rml, exerce une fonction accessoire dans la recombinaison SR. Par
exemple, pour un environnement cellulaire donné, la production de B pourrait exiger la
présence du fragment 4633-5022 alors que, dans d'autres conditions, celle-ci pourrait être
facultative. Notons que, chez O(5022)/Rml, si la séquence 4633-5022 ne fait pas partie
de la région intergénique introduite dans 1ns, elle fait toutefois partie de la région
intergénique de P155 bordant 01 du côté tardif (Fig.l3). Donc, pour qu'il y ait
production de B, il ne faudrait pas seulement que l'environnement cellulaire soit
favorable et que le fragment en question soit présent sur le réplicon, mais encore
faudrait-il qu'il soit bien positionné (près de 01) ou présent en double exemplaire. Des
travaux sont présentement en cours pour étudier l'implication du fragment BamHl-Bcll
dans la recombinaison chez Rml.
La SR est-elle conservative ou non? Précisons d'abord qu'un événement
conservatif génère simultanément les deux produits réciproques. Un mécanisme non
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conservatif peut comporter quant à lui deux types d'événements. Un premier type,
aléatoire, où l'événement de recombinaison donne indifféremment l'un ou l'autre des
produits attendus, le réciproque de chacun étant dégradé (Chakrabarti et Seidman, 1986).
Un second type, biaisé volontairement, où tous les événements donnent le même produit,
l'autre étant toujours dégradé (Lin et al., 1990). Puisque notre système d'étude repose
sur l'analyse des événements de recombinaison ayant lieu dans l'ensemble des cellules
d'un même Pétri, le seul type d'événement pouvant ici être identifié est l'événement non
conservatif biaisé. Donc, puisque la SR génère les deux produits, T et B, nous ne
pouvons pas dire si elle est conservative ou non conservative. La construction d'autres
dérivés de Rml sera sans doute nécessaire pour éclaircir ce point.
2) La LR
Chez 0(4633,+)/RmI, la LR donne de façon constante et en quantités
comparables les deux produits réciproques, soit L et R. L'expérience avec le mutant A02
(Fig.lSB) a montré que les produits L et R ne sont pas associés à une origine en
particulier: 01 et 02 se retrouvent indifféremment liées à l'un ou l'autre produit. Ce qui
signifie qu'il n'y a pas un site privilégié de "crossing-over", mais que ce dernier peut
avoir lieu sur toute la longueur de l'homologie. De plus, ce résultat confirme le caractère
non sélectif, aléatoire, de la LR, et nous empêche encore de dire si elle est conservative
ou non. C'est le double mutant DM (mutation ET près de 01, PI" près de 02) qui a
permis d'établir que la LR est un mécanisme non conservatif puisque ce dérivé de
0(4633, +)/RmI ne donne que le produit R (Fig. 17B), la disparition du produit L n'étant
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d'aileurs pas clairement comprise. D'autre mutants de 0(4633,+)/RmI, portant des
mutations précoces ou tardives dans l'une ou l'autre des régions intergéniques, ou dans
les deux, ont été construits depuis (A. Fricker, mémoire de maîtrise). Le résultat obtenu
avec DM a été reproduit avec plusieurs mutants, simples ou doubles, ayant en commun
la présence de la mutation PI" (inversion de la séquence 5028-5268) près de l'origine 02
(S. Veilleux, communication personnelle).
Donc, tout comme la région BamHI-BclI (4633-5022) semble avoir de
l'importance au niveau de la production de B, via la SR (voir le paragraphe précédent,
traitant de la SR), la région 5028-5268 semble exercer un effet sur la LR. Rappelons
qu'un élément stimulateur de la transcription tardive a été identifié dans la première
région, et que le promoteur basai tardif est contenu dans la deuxième (Bourachot et al.,
1989). Soulignons également que la mutation PI" a pour conséquence, non seulement
d'inverser le promoteur tardif, mais aussi de rompre la continuité entre les deux régions
(4633-5021 et 5028-5268), et l'on ne sait pas pour le moment si les deux séquences
agissent indépendamment ou de façon concertée dans la recombinaison. Dans les deux
cas cependant, nous parlons d'une région régulatrice tardive bordant 02. Un résultat
obtenu par Angèle Fricker (mémoire de maîtrise) avec un mutant de 0(4633,-l-)/RmI
représentant l'image miroir de DM (PI" près de Cl et ITT près de 02) montre que cette
molécule donne les deux produits de la LR. Ceci indique clairement qu'une mutation
donnée peut exercer un effet sur la recombinaison, mais que cet effet n'est pas seulement
dû à la mutation même, qu'il dépend aussi de l'environnement de cette dernière. Là
encore, des expériences sont en cours pour élucider le rôle de la région tardive située
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près de 02 dans la recombinaison LR.
£. Conclusion
Les résultats obtenus avec Rml et ses dérivés dans des cellules de mammifères
ont montré: 1) une dépendance de la recombinaison face à certains éléments régulateurs
de la transcription, comme la boîte TATA précoce, le site B de fixation à LT, le
promoteur tardif (nt 5028-5268) et la séquence stimulatrice de la transcription tardive (nt
4633-5022); 2) l'absence probable d'un lien direct entre recombinaison et passage du
complexe transcriptionnel au travers des répétitions S; 3) l'existence d'événements de
recombinàison intermoléculaire donnant naissance à des produits viraux de longueur
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